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N-acetilglukozaminilacija je posttranslacijska modifikacija številnih jedrnih, 
citoplazemskih in mitohondrijskih proteinov. Preko moduliranja signalnih poti vstopa v 
interakcijo s potmi fosforilacije in je, kakor ta vpeta v regulacijo mnogih celičnih procesov. 
Vlogo naj bi imela celo v etiologiji nekaterih kroničnih bolezni. Uravnavata jo dva encima, 
O-GlcNAc transferaza in O-GlcNAc hidrolaza, ki sta v največji meri prisotna v možganih, 
imunskih celicah in trebušni slinavki. V magistrski nalogi smo se osredotočili na 
preučevanje vpliva modulatorjev N-acetilglukozaminilacije na proliferacijo celic SH-
SY5Y, z namenom dokaza morebitne vpletenosti N-acetilglukozaminilacije v patologijo 
nevroblastoma oz. drugih nevroloških obolenj. Uporabljena celična linija SH-SY5Y, je 
nevroblastomska linija, ki se uporablja kot in vitro model za raziskovanje nevronskih vlog. 
V prvem delu smo s testom metabolne aktivnosti najprej preverili morebitni vpliv 
selektivnega zaviralca OGT – OSMI-1 in selektivnega zaviralca OGA - TMG na živost 
celic SH-SY5Y. Ugotovili smo, da je OSMI-1 (50 µM) za celice toksičen, medtem ko 
TMG nanje, ni imel vpliva. Nadalje smo uporabili netoksične koncentracije spojin in 
preverili učinek na proliferacijo celic SH-SY5Y. Pokazal se je trend, vendar razlike niso 
bile statistično značilne, zato vpliva nismo mogli potrditi. Ravno tako se pod vplivom 
omenjenih spojin, s pomočjo pretočnega citometra niso pokazale spremembe v celičnem 
ciklu. V naslednjem koraku smo kljub neuspešnemu dokazu o vplivu na proliferacijo, 
želeli s pomočjo prenosa western raziskati še vpliv OSMI-1, TMG in vsebnosti glukoze v 
mediju, na N-acetilglukozaminilacijo proteinov ter izražanje encimov OGT in OGA. 
OSMI-1 je zavrl N-acetilglukozaminilacijo in izražanje OGA, pri čemer se je izražanje 
OGT povečalo. TMG je deloval ravno nasprotno in izzval povečanje N-
acetilglukozaminilacije in izražanje OGA, izražanje OGT pa se je zmanjšalo. Kjer je bila 
vsebnost glukoze v mediju višja je prišlo do višje stopnje N-acetilglukozaminilacije in 
izražanja OGT. V zadnjem delu smo s konfokalnim fluorescenčnim mikroskopom dokazali 
premik encima OGT iz jedra v citoplazmo celice ob dodatku OSMI-1. To bi lahko 
nakazovalo na spremembe v znotrajcelični signalizaciji in torej morebitno vpletenost 
drugih signalnih poti v smrtnost celic, v primeru dodatka spojine OSMI-1. 
 
Ključne besede: N-acetilglukozaminilacija, encim OGT, encim OGA, proliferacija, 




O-GlcNAcylation is a post-translational modification known to modify many nuclear, 
cytoplasmic and mitochondrial proteins. Modulation of cellular pathways by O-
GlcNAcylation involves an extensive cross talk with the pathways that are also regulated 
by protein phosphorylation signaling pathways. Consequently, like phosphorylation O-
GlcNAcylation is involved in the regulation of many cellular processes. This protein 
modification plays a fundamental role also in chronic diseases. O-GlcNAc cycling is 
modified by two enzymes: O-GlcNAc transferase and O-GlcNAcase, which are highly 
expressed in brain, immune cells and pancreas. In this master thesis we focused on a study 
of O-GlcNAcylation modulators on SH-SY5Y cell line proliferation. Our objective was to 
prove the involvement of O-GlcNAcylation in the pathogenesis of neuroblastoma or some 
other neurological disease. We used SH-SY5Y neuroblastoma cell line, an in vitro model 
widely used for the study of neurons. In the first part, a metabolic assay was used to 
evaluate the effect of the OSMI-1, a selective inhibitor of OGT, and TMG, a selective 
inhibitor of OGA, on the viability of SH-SY5Y cells. We showed that OSMI-1 (50 µM) is 
cytotoxic, while TMG had no effect on this parameter. Next, we determined non-toxic 
concentrations of inhibitors and their potential effect on proliferation of SH-SY5Y cells. 
The differences were not statistically significant, therefore we could not prove the 
influence on proliferation. Also, using flow cytometry we were not able to show any 
differences in cell cycle. In the next step Western blot was used to investigate the effects of 
OSMI-1, TMG and glucose level on O-GlcNAcylation level and OGT, OGA expression in 
SH-SY5Y cells. OSMI-1 reduced O-GlcNAcylation of proteins and expression of OGA, 
but induced the expression of OGT. On the other hand, TMG induced O-GlcNAcylation 
and expression of OGA, but reduced the expression of OGT. High glucose levels resulted 
in higher level of protein O-GlcNAcylation and induced expression of OGT, compared to 
low glucose medium. In the last segment we addressed the effect of OSMI-1 on the 
intracellular location of OGT in SH-SY5Y cells. Using confocal microscopy we 
determined that OSMI-1 causes OGT translocalization from the nucleus to the cytoplasm. 
This indicates changes in the cellular signalization, however further studies are needed to 
identify which pathways are involved in the observed effect.  






AA/AB  akrilamid/bisakrilamid 
AD   Alzheimerjeva bolezen  
AK   aminokislina 
AKT   protein kinaza B 
AMP   adenozin monofosfat 
AMPK AMP kinaza (ang. adenosine monophosphate-activated protein 
kinase) 
APS   amonijev persulfat 
ATP   adenozin trifosfat (ang. adenosine triphosphate) 
BSA   goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin) 
CAMKIV  kalcij/kalmodulin odvisna protein kinaza tipa IV 
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NO   dušikov oksid 
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TMG   Thiamet-G 
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N-acetilglukozaminilacija oz. O-GlcNAcilacija je posttranslacijska modifikacija (PTM) 
številnih proteinov v jedru, citoplazmi in mitohondrijih. Med drugim so N-
acetilglukozaminilirani transkripcijski faktorji, histoni, ribosomski, proteasomski, 
citoskeletni proteini in veliko različnih vrst signalnih proteinov, npr. kinaze (1). 
Modifikacija naštetih skupin proteinov regulira njihovo delovanje. Regulirana je njihova 
encimska in transkripcijska aktivnost, razgradnja proteinov, interakcije protein-protein, 
lokalizacija. Modifikacija tako posledično vpliva na različne signalne poti in funkcije (1,2). 
Wang in sodelavci so pokazali, da z N-acetilglukozaminilacijo povzročena modulacija 
omenjenih poti vstopa v interakcijo s potmi in mehanizmi fosforilacije (3). Tako kakor 
fosforilacija, je tudi N-acetilglukozaminilacija vpeta v regulacijo celičnih procesov, 
prisotna je v podobno velikem obsegu. Ti dve PTM lahko potečeta na istih proteinih in 
lahko tekmujeta za isto mesto na serinskih/treoninskih AK ostankih, lahko potečeta na 
bližnjih AK ostankih ali na razdalji polipeptida. Poleg tekmovanja za vezavo je med N-
acetilglukozaminilacijo in fosforilacijo prisotno še medsebojno uravnavanje na nivoju 
encimov. Tako npr. fosforilacija serinskega/treoninskega AK ostanka encima OGT aktivira 
encim, N-acetilglukozaminilacija kinaze CAMKIV pa encim ohranja v inaktiviranem 
stanju. Za aktivacijo je najprej potrebna cepitev sladkorja, nato pa še fosforilacija kinaze 
(4). Pretekle analize so odkrile še obstoj OGT in OGA v kompleksih s kinazami ali 
fosfatazami, kar nakazuje na delovanje encimov znotraj kompleksov in zmožnost hkratne 
N-acetilglukozaminilacije ali fosforilacije. Celični signali ter razpoložljivost substratov pa 
odločajo katera PTM bo potekla (5). Za razliko od fosforilacije, ki vključuje številne 
encime (kinaze in fosfataze), sta v procesu N-acetilglukozaminilacije prisotna le dva: N-
acetil-β-glukozamin transferaza oz. O-GlcNAc transferaza (OGT) in N-acetil-β-
glukozamin hidrolaza oz. O-GlcNAc hidrolaza (OGA) (1,6). Encim OGT katalizira prenos 
N-acetilglukozamina iz UDP-GlcNAc na stranske verige serinskih/treoninskih AK 
ostankov proteinov, OGA pa ravno nasprotno katalizira cepitev O-GlcNAc. OGT ima 
poleg tega tudi funkcijo proteaze, ki sodeluje pri cepitvi HCF-1 epigenetskega faktorja. 
Primarna vloga cepitve pa je uspešna citokineza v celicah (7,8). Substrat za N-
acetilglukozaminilacijo, UDP-GlcNAc, nastaja v tako imenovani heksozaminski 
biosintezni poti (HBP), N-acetilglukozaminilacija pa je končna točka te poti (4).  
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1.1.1 Heksozaminska biosintezna pot 
Glukoza vstopa v celico s pomočjo glukoznih transporterjev (9), pri čemer je večinski 
delež namenjen glikolizi in sintezi glikogena, le 2-5% glukoze pa se porabi za HBP (8). 
Vstop v serijo encimskih reakcij regulira encim glutamin-fruktoza-6-fosfat-amido-
transferaza (GFAT), ki določa tudi hitrost reakcije. Končni produkt HBP sestoji iz 
elementov glukoze, glutamina in gradnikov metabolizma maščobnih kislin (Acetil-CoA) 
ter biosinteze nukleotidov (UDP) (Slika 1). UDP-GlcNAc se nato uporabi za N-
acetilglukozaminilacijo ali transport v endoplazemski retikulum in Golgijev aparat. Tu je 
vključen v biosintezo glikanov, ki služijo za sintezo prekurzorjev N –glikanov (8,10). N-
acetilglukozaminilacijo proteinov katalizira encim OGT, nasprotno pa OGA cepi pripete 
sladkorne enote. Sproščeni GlcNAc se s pomočjo GlcNAc kinaze (GK) in ATP ponovno 
vključi v HBP (8). 
 
Slika 1: Shematski prikaz HBP.  
Po vstopu glukoze v celico pride do fosforilacije le-te z encimom heksokinazo (HK), ki ji sledi izomerizacija v 
fruktoza-6-fosfat. Ta nato vstopa v proces glikolize, 2-5 % pa se porabi za HBP katere končni produkt je 
UDP-GlcNAc, substrat za encim OGT. G6PI: glukoza-6-fosfat, GFAT: glutamin-fruktoza-6-fosfat-amido-
transferaza, EMeg32: acetiltransferaza EMeg32, PGM: fosfo-GlcNAc mutaza, UGPi: UDP-GlcNAc 




1.1.2 Vloga N-acetilglukozaminilacije v celicah 
Primarna naloga N-acetilglukozaminilacije v celicah je modulacija celičnih procesov kot 
odgovor na razpoložljivost substratov in celični stres. Na količino UDP-GlcNAc in 
posledično na N-acetilglukozaminilacijo namreč vplivajo skoraj vse metabolne poti 
(metabolizem glukoze, AK, maščobnih kislin in nukleotidov, (Slika 1)). Če so celice 
izpostavljene stresu npr. vročini, visoki koncentraciji soli, težkim kovinam, UV svetlobi, 
hipoksiji, se N-acetilglukozaminilacija proteinov poveča. Posledično se poveča možnost 
preživetja celice, kar nakazuje na zaščitno delovanje N-acetilglukozaminilacije pod 
vplivom akutnega stresa. Primer je in vivo študija na živalskem modelu, kjer je povečana 
N-acetilglukozaminilacija ščitila srčno mišico pred poškodbami tkiva po srčnem infarktu 
(4). Vendar pa to velja le za akutni stres. V primeru, da so celice podvržene kronično 
zvišani N-acetilglukozaminilaciji, kot se to zgodi pri diabetesu, pride namreč do nepravilne 
signalizacije, transkripcije in poškodbe celic (kardiomiopatije v primeru srčne mišice) (6). 
OGT in N-acetilglukozaminilacijo so našli v velikih količinah na kromatinu ter dokazali, 
da OGT modulira tudi izražanje številnih genov. Na transkripcijo vpliva preko N-
acetilglukozaminilacije transkripcijskih faktorjev in preko vpliva na epigenetske 
modifikacije histonov in DNA (5).  
1.1.3 Encima OGT in OGA 
CAZy (ang. Carbohydrate Active enZyme) podatkovna baza opisuje družine katalitskih 
domen encimov, ki so sposobne vezave ogljikohidratov in tvorijo, modificirajo ali cepijo 
glikozidne vezi (11). Klasifikacijski sistem temelji na podobnostih v aminokislinskem 
zaporedju katalitskih enot encimov in uvršča OGT v družino glikozil-transferaz (GT), 
OGA pa v družino glikozil-hidrolaz (GH) (12).  
Skupna lastnost GT je kataliza prenosa sladkornih enot iz aktiviranih donorjev na 
specifične aktivirane akceptorje in s tem tvorba O-, N-, S- ali C-glikozidne vezi (13). 
Aktivirani donorji vsebujejo fosfatne izstopajoče skupine, največkrat so v obliki 
nukleozidnih difosfatnih sladkorjev, lahko pa tudi monofosfatnih, lipidnih ali 
nesubstituiranih fosfatov. Akceptorji so večinoma ostali sladkorji ali proteini, lipidi, 
nukleinske kisline, druge majhne molekule. V CAZy podatkovni bazi so GT razvrščene 
glede na primarno zaporedje v različne družine, glede na terciarno strukturo pa zavzemajo 
GT-A ali GT-B zvitje. Obe sicer vsebujeta dve β/α/β Rossmanovi domeni, vendar se pri 
GT-A domeni nahajata blizu skupaj, pri GT-B pa sta rahlo narazen, obrnjeni druga proti 
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drugi z aktivnim mestom. Na podlagi raziskav ponavljajočih zaporedij s pomočjo 
programiranja je bila napovedana še tretja 3D struktura, GT-C. Reakcija nastanka 
glikozidne vezi lahko poteka z inverzijo konfiguracije ali brez, z ohranitvijo anomerne 
konfiguracije donorja (14). Glede na opisane lastnosti najdemo OGT v družini GT41, 
zavzema GT-B terciarno strukturo, mehanizem nastanka glikozidne vezi pa poteka s 
pomočjo inverzije anomernega atoma (11). GH so encimi, ki katalizirajo cepitev O-, N- ali 
S-glikozidne vezi med dvema ali več ogljikohidratoma ali ogljikohidratom in ne-
ogljikohidratno molekulo. Večinoma pri hidrolizi sodelujeta dva aminokislinska ostanka 
encima, pri čemer se prvi obnaša kot kislina/baza, drugi pa kot nukleofil. Pri nekaterih 
encimih nukleofil ni del encima, temveč to vlogo prevzame acetamidna skupina substrata. 
Reakcija poteče z ohranitvijo ali inverzijo anomerne konfiguracije. Glede na 
aminokislinsko zaporedje so GH razvrščene v različne družine, trenutno jih je v bazi 156 
(11). Glede na 3D-strukturo pa so razvrščene v tako imenovane »klane«, ki se označujejo 
kot GH-A pa vse do GH-R. Za razliko od GT, hidrolaze namreč ne zavzemajo le dva, 
temveč več različnih načinov zvitja (15). Encim OGA najdemo v CAZy podatkovni bazi v 
družini GH84, kataliza cepitve glikozidne vezi pa poteče z ohranitvijo anomerne 
konfiguracije (11). 
1.1.4 Struktura OGT 
Encim OGT sestavljata dve regiji: N- in C-terminalna regija, zapis za tako obliko pa nosi 
gen, ki se nahaja na kromosomu X (7,16). N-terminalna regija sestoji iz tetratrikopeptidnih 
motivov (TPR), to je 34 aminokislinskih ostankov dolgih motivov, ki so značilno zviti v 
parne antiparalelne α-vijačnice (Slika 2). TPR omogočajo interakcije s proteini, kar naj bi 
vplivalo na substratno specifičnost. OGT je v sesalcih prisoten v treh fizioloških 
izooblikah, ki se med seboj primarno razlikujejo prav v številu N-terminalnih TPR. 
Najdaljša izooblika s 13,5 TPR se nahaja v jedru in citoplazmi (ncOGT), nekoliko krajša z 
9 TPR in mitohondrijskim tarčnim zaporedjem pa na notranji mitohondrijski membrani 
(mOGT). Tretja izooblika je najkrajša, z le 2,5 TPR (sOGT). mOGT naj ne bi imela 
katalitične funkcije, bi pa naj skupaj s sOGT sodelovala pri apoptozi (7). C-terminalna 
regija je katalitična regija sestavljena iz treh domen: N-terminalne (N-Cat), C-terminalne 
(C-Cat) ter vmesne 120 aminokislin dolge interventne domene, katere funkcija še ni 
poznana. Domneva se, da bi lahko sodelovala pri selekciji substratov, celični lokalizaciji, 
interakcijah z regulatornimi faktorji ali receptorji. Analiza kristalne strukture kompleksa 
OGT z UDP je pokazala, da N- in C-Cat domeni vsebujeta strukturni motiv β/α/β 
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Rossmanovega zvitja, značilnega za družino GT-B. N-Cat vsebuje še dve dodatni vijačnici 
H1 in H2, ki predstavljata pomemben element aktivnega mesta. N-Cat namreč služi za 
vezavo akceptorske molekule, C-Cat za vezavo nukleotidnega donorja sladkorja, kataliza 
pa poteče na mejni površini domen. TPR in katalitično domeno povezuje prehodna H3 
vijačnica, vmes pa se nahaja ozka vodoravna razpoka. Na podlagi analize kompleksa OGT-
UDP-peptidni substrat je bilo ugotovljeno, da se peptidni substrat, ki se veže na UDP-
GlcNAc razteza prav v to razpoko in jo nekoliko razširi. Metoda simulacije molekulske 
dinamike pa je pokazala, da do tega lahko pride zaradi gibljivosti mesta med 12 in 13 TPR, 
ki tako odpira oz. zapira aktivno mesto encima (7,17). 
 
Slika 2: Shematska predstavitev strukture OGT (zgoraj) in 3D struktura kompleksa OGT-UDP (spodaj). 
N-terminalno regijo sestavljajo sivo obarvani TPR motivi, C- terminalno regijo pa C-katalitična domena 
(rdeče), vmesna interventna domena (zeleno) ter N-katalitična domena (modro). Na 3D strukturi je prikazan 
kompleks encima z UDP molekulo (svetlo modro) ter vijačnice H1, H2, H3 (povzeto po (17)). 
 
1.1.5 Mehanizem delovanja OGT 
OGT katalizira prenos sladkorne enote iz UDP-GlcNAc substrata na jedrne in 
citoplazemske proteine s pomočjo inverzije konfiguracije, preko Sɴ2 mehanizma (7,13). 
Na ta način katalizira nastanek β-glikozidne vezi preko bi-bi mehanizma, pri čemer se 
UDP-GlcNAc veže prvi, peptidni substrat pa nanj. Za razliko od ostalih glikoziltransferaz, 
OGT za aktivacijo izstopajoče skupine in nadaljnji potek reakcije ne potrebuje kovinskih 
ionov. Aktivacijo namreč doseže preko mehanizmov s katerimi pride do stabilizacije 
negativnega naboja (7,17). Najprej se tvorijo H-vezi med β-fosfatom UDP-GlcNAc in N-
terminalnim delom α-vijačnice OGT, k stabilizaciji pa doprinesejo še elektrostatske 
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interakcije med negativno nabitim fosfatom ter dipolom α-vijačnice. Nato pride do tvorbe 
vezi med lizinskim ostankom (Lys 842) OGT in drugim fosfatom molekule UDP. 
Omenjene interakcije celokupno vodijo do zasidranja in aktivacije UDP-GlcNAc za 
nukleofilni napad. Peptid se veže po substratu in z njim tvori vodikovo vez preko amidne 
skupine serina ali treonina. Neposredne interakcije z OGT večinoma tvori preko vodikovih 
vezi med stranskimi verigami OGT in ogljiki peptidnega ogrodja. Kako pride do aktivacije 
nukleofilnega akceptorja, še ni natančno znano, obstajata pa dve teoriji. Po prvi teoriji naj 
bi α-fosfat UDP-GlcNAc igral vlogo katalitične baze in odcepil proton serinske OH 
skupine na peptidu. Po drugi teoriji pa naj bi dve molekuli vode nad sladkorjem prenesli 
proton na stransko verigo Asp 554 (8).  
1.1.6 Struktura OGA 
Encim OGA sestavljata dve regiji: N- in C-terminalna regija (Slika 3). Na podlagi analize 
zaporedja ter kloniranja gena, ki kodira OGA, je bilo ugotovljeno, da je le-ta enak 
zaporedju gena MGEA5 (ang. meningioma expressed antigen 5) (12). Posledično je bil 
encim OGA identificiran kot MGEA5, za katerega se je sprva napačno predpostavljalo, da 
ima aktivnost hialuronidaz. N-terminalna regija je glikozilhidrolazna domena, ki se uvršča 
v družino GH84 (18). Aktivno mesto naj bi vsebovalo dva triptofanska ostanka, ki skupaj s 
cisteinskim in metioninskim ostankom tvorita žepek. Vanj se med katalizo razteza 
acetamidna skupina substrata. Velikost žepka dovoljuje vezavo molekul v velikosti 
monosaharida, za večje molekule pa ni dovolj prostora. To nakazuje, da OGA ne more 
delovati kot hialuronidaza (12). C-terminalna regija ima aminokislinsko zaporedje 
podobno družini GCN5 histon acetil transferaz (HAT) in zato, je bila zanjo predlagana 
HAT aktivnost, kar se je kasneje izkazalo za neresnično. Terminalni regiji med seboj 
povezuje regija, ki vsebuje cepitveno mesto za kaspazo 3 (18). Ta se aktivira v procesu 
apoptoze tako in vitro kot tudi in vivo, rezultat cepitve pa sta dva fragmenta, ki imata 
encimsko aktivnost le če sta povezana (12). OGA obstaja v dveh izooblikah, ki se 
razlikujeta samo v C-regiji. Daljša OGA-L se nahaja v popolni obliki, krajša OGA-S 
izooblika pa ima namesto C-terminalne regije na tem mestu podaljšek dolžine 15 AK-
ostankov. In vitro aktivnost krajše oblike za substrate je manjša, kar nakazuje, da ima tudi 
C-domena vlogo pri katalizi. OGA-L je lokalizirana v jedru in citoplazmi, OGA-S pa 




Slika 3: 3D struktura OGA. 
N-terminalna regija je glikozilhidrolazna domena (zeleno), C-terminalna regija pa vsebuje aminokislinsko 
zaporedje podobno družini GCN5 HAT (modro), povezuje ju regija s cepitvenim mestom za kaspazo 3 
(prirejeno po (13)). 
 
1.1.7 Mehanizem delovanja OGA 
Za razliko od encima OGT, ki katalizira prenos sladkorne verige na proteine, OGA ravno 
nasprotno katalizira cepitev pripetega sladkorja. N-terminalna regija, ki nosi katalitično 
aktivnost, hidrolizira tako O- kot tudi S- sintezne substrate (12). Reakcija poteka v dveh 
korakih, z ohranitvijo anomerne konfiguracije, pri čemer iz β-substrata nastane β-anomer 
GlcNAc (13). Na podlagi strukturnih analiz bakterijske in mehanističnih študij človeške 
OGA je bilo ugotovljeno, da igrata pri katalizi osrednjo vlogo dva aspartatna ostanka (18). 
V prvem koraku ena molekula aspartata polarizira 2-acetamidno skupino in na ta način 
olajša njen napad na anomerni ogljikov atom. Pri tem nastane oksazolinijev intermediat. 
Druga molekula aspartata deluje kot kislina in olajša cepitev izstopajoče skupine. Sledi 
drugi korak, v katerem aspartat, ki je prej deloval kot kislina sedaj deluje kot baza. Aktivira 
molekulo vode, ta pa napade anomerni ogljikov atom in povzroči hidrolizo intermediata. 
Končni rezultat je cepitev glikozidne vezi, izstop izstopajoče skupine ter nastanek β-N-
acetilglukozamina (12). 
1.1.8 Modulacija N-acetilglukozaminilacije z zaviralci encimov OGT in OGA 
 N-acetilglukozaminilacijo lahko moduliramo s spreminjanjem več dejavnikov, med 
drugim z vplivanjem na encima OGT in OGA. V zadnjih nekaj letih je bilo načrtovanih in 
sintetiziranih več spojin, ki zavirajo aktivnost encima OGT ter posledično pomembno 
pripomorejo k raziskovanju na področju razumevanja N-acetilglukozaminilacije. Kljub 
temu pa predstavlja problem teh zaviralcev pomanjkanje specifičnosti, izven-tarčni učinki 
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in slaba celična permeabilnost. Trenutno poznane zaviralce lahko razdelimo v tri večje 
skupine: substratni analogi, bisubstratni zaviralci in  skupina zaviralcev nastalih s tehniko 
rešetanja knjižnic spojin. V slednjo spada zaviralec OSMI-1 z IC50=2,7 µM za encim OGT, 
ki je majhna molekula in prehaja celične membrane (Slika 4) (19). Spojina zavira N-
acetilglukozaminilacijo proteinov v različnih celičnih linijah sesalcev, brez večjega vpliva 
na sintezo glikanov. Ortiz-Meoz in sodelavci so v 
študiji na celicah ovarijev kitajskega hrčka (CHO) 
pokazali, da je OSMI-1 zmanjšal N-
acetilglukozaminilacijo, in sicer v odvisnosti od 
odmerka. Najvišji učinek je bil dosežen pri 50 µM 
koncentraciji, nato pa se zaradi omejene topnosti 
OSMI-1 ni višal. Učinek je nastopil že v prvih dveh 
urah po administraciji (20). Spojino so uporabili tudi v 
študijah vpliva N-acetilglukozaminilacije na podvajanje virusa herpes simpleksa, kjer je 
zmanjšana aktivnost OGT domnevno vplivala na zmanjšano hitrost razmnoževanja virusa 
(19).  
Ravno tako je bilo do sedaj odkritih in v literaturi opisanih več spojin, ki zavirajo aktivnost 
encima OGA. Eden izmed njih je Thiamet-G (TMG), derivat tiazolinov (Slika 5) (21). 
Odlikuje ga kar nekaj pozitivnih lastnosti in sicer, prehaja 
krvno-možgansko pregrado, zaradi česar je primeren za 
študije na živalih, je visoko specifičen za OGA, visoko 
stabilen in visoko efektiven (EC50 za zvišanje stopnje N-
acetilglukozaminilacije proteinov v podganjih PC12 celicah 
je 30 nM). Pokazal se je tudi kot uspešen zaviralec, ki zviša 
nivo N-acetilglukozaminilacije in vivo (21,22). V študiji na 
miših z okluzijo sredinske cerebralne arterije, kot modelom 
za cerebralno ishemijo je bilo dokazano, da TMG deluje 
tudi nevroprotektivno. Preko zvišanja nivoja N-acetilglukozaminilacije naj bi ščitil pred 
poškodbami zaradi ishemije ter zaviral odziv imunskega sistema (protivnetno delovanje). 
Poleg tega je imela aplikacija po ishemiji večji nevroprotektivni učinek kot pred njo (22).  
Slika 5: Kemijska struktura 
spojine Thiamet-G (prirejeno po 
(21)). 
Slika 4: Kemijska struktura spojine 
OSMI-1 (prirejeno po (19)). 
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1.2 Vloga N-acetilglukozaminilacije pri kroničnih boleznih 
Morebitno nihanje stopnje izražanja OGT in OGA vodi v številne spremembe v 
organizmu. Tako ni presenetljivo, da ima modulacija teh proteinov pomembno vlogo pri 
kroničnih boleznih, kot so diabetes, nevrodegeneracija, kardiovaskularne bolezni in rak (4).  
1.2.1 Rakava obolenja 
Za hitro proliferajoče rakave celice je značilno, da energije ne proizvajajo s pomočjo 
oksidativne fosforilacije, temveč s pomočjo procesa aerobne glikolize, kar imenujemo 
Warburgov efekt. Ta proces je energijsko manj učinkovit, zato celice to kompenzirajo s 
povečano porabo glukoze in glutamina (23,24). Posledično je povečan pretok skozi HBP, 
kar vodi v višje koncentracije UDP-GlcNAc ter v več N-acetilglukozaminilacije (2). N-
acetilglukozaminilacija npr. transkripcijskega faktorja c-Myc, katerega izražanje je v hitro 
proliferajočih celicah povečano, vodi v njegovo zvečano aktivnost. Glede na to, da c-Myc 
regulira gene, vpletene v glikolizo, kontrolo celičnega cikla, HBP in metabolizem lipidov, 
purinov/pirimidinov ter glutamina, bi njegova aktivacija lahko prispevala k nastanku 
rakavih tvorb. Poleg tega prekomerno izražanje OGT zmanjša aktivnost nekaterih od 
ciklinov odvisnih kinaz, ki nadzorujejo potek M faze celičnega cikla. Tako prihaja do 
prekinitev cikla in s tem do napak v številu kromosomov, kar ravno tako spodbuja 
tumorigenezo (24). Ni pa N-acetilglukozaminilacija povečana pri vseh vrstah raka. Pri raku 
dojk in raku prostate sta izražanje OGT in stopnja N-acetilglukozaminilacije zvišani, 
medtem ko sta pri drugih vrstah, kot npr. pri limfocitni levkemiji, znižani (6). N-
acetilglukozaminilacija onkogenega transkripcijskega dejavnika FoxM1 ima pri rasti 
rakavih celic dojk ključno vlogo in privede do njegovega povečanega izražanja ter 
aktivnosti. Zmanjšana N-acetilglukozaminilacija tako in vitro kot tudi in vivo zavira rast in 
invazivnost tumorskih celic, zato bi lahko bilo zaviranje OGT ustrezen terapevtski pristop 
za zdravljenje teh rakavih obolenj. Seveda pa so za potrditev tega potrebne dodatne 
raziskave (4).  
1.2.2 Diabetes in kardiovaskularna obolenja 
Poleg rakavih obolenj predstavlja eno izmed večjih zdravstvenih težav sodobnega sveta 
tudi diabetes tipa 2. V mehanizem nastanka bolezni je vpletenih veliko biokemijskih 
procesov, med katerimi je tudi spremenjena N-acetilglukozaminilacija. V normalnem 
celičnem stanju  se encim OGT nahaja večinoma v jedru, inzulin pa se po inzulinski 
stimulaciji veže na inzulinski receptor (IR). Ta se avtofosforilira in povzroči prenos 
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proteina IRS1 na membrano ter njegovo fosforilacijo. Preko kaskade reakcij pride do 
fosforilacije in aktivacije AKT. Sledi fosforilacija drugih substratov in posledična 
povečana sinteza glikogena, zmanjšana glukoneogeneza ter povečana translokalizacija 
glukoznega transporterja tipa 4 (GLUT4) na membrano. Pri diabetesu pa so celice 
kronično izpostavljene visoki koncentraciji glukoze, kar vodi do sprememb v inzulinskem 
signaliziranju. Pri dolgotrajni izpostavljenosti inzulinskemu signaliziranju se namreč OGT 
prenese iz jedra na notranjo stran celične membrane, kjer ga IR fosforilira, to pa vodi v 
njegovo povečano aktivnost. Sledi N-acetilglukozaminilacija številnih proteinov, kar 
onemogoči njihovo fosforilacijo. Aktivnost signalne poti AKT se zmanjša, posledično se 
zmanjša sinteza glikogena ter privzem glukoze preko GLUT4. Na ta način N-
acetilglukozaminilacija pripomore k razvoju inzulinske rezistence (5,6,24). Poleg tega 
prispeva k hiperglikemiji s povečano proizvodnjo glukoze ter poslabšanjem funkcije β-
celic trebušne slinavke. Z diabetesom so povezani še drugi zapleti (kardiovaskularni) in 
tudi tu je vpletena N-acetilglukozaminilacija. S hiperglikemijo povzročena N-
acetilglukozaminilacija namreč med drugim modificira endotelijsko dušikov oksid sintazo 
(eNOS), encim ki je odgovoren za proizvodnjo dušikovega oksida (NO) ter posledično 
regulacijo vaskularnega tonusa. Njegova aktivnost se zmanjša, kar vodi v manjše količine 
NO, to pa v mikro in makrovaskularne zaplete. Pripenjanje sladkorja prav tako aktivira 
izražanje profibrotičnih in antifibrinolitičnih faktorjev, kar pripomore k vaskularni in 
renalni disfunkciji (6).  
1.2.3 Nevrodegenerativna obolenja 
Poleg trebušne slinavke so možgani področje z najobsežnejšo N-acetilglukozaminilacijo, 
nepravilnosti v metabolizmu glukoze, pa so povezane z nevrodegenerativnimi boleznimi, 
kot so Alzheimerjeva (AD), Parkinsonova (PB) in Huntingova bolezen (4,6). O 
povezanosti priča že lokacija OGT gena, ki se nahaja na kromosomu X, na lokusu, ki je 
povezan z distonijo, simptomom PB. Gen za OGA pa se nahaja na kromosomu 10, blizu 
lokusa, ki je odgovoren za aktivacijo AD. Slednja se pojavi kot posledica agregacije 
proteinov, nepravilne signalizacije in oksidativnega stresa, kar vodi v propad nevronov. 
Proteini vpleteni v nastanek AD naj bi bili amiloidni prekurzorski protein, amiloid β in tau. 
AD je oblika demence, funkcija možganov je zmanjšana, oslabljene so kognitivne funkcije 
(1). V prid vpletenosti N-acetilglukozaminilacije v patologijo AD govorijo tudi dejstva, da 
so vsi proteini, ki sodelujejo pri AD tako fosforilirani kot tudi N-acetilglukozaminilirani, 
da je v AD nevronih prizadet metabolizem glukoze ter sočasno zmanjšana N-
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acetilglukozaminilacija in da je protein tau v normalnih možganih N-
acetilglukozaminiliran, pri AD pa hiperfosforiliran (4). V predhodnih študijah AD na miših 
je bilo ugotovljeno, da povečana N-acetilglukozaminilacija amiloidnega prekurzorskega 
proteina povzroči zmanjšanje nastanka amiloidnih plakov, ki vodijo do zmanjšanja 
proliferacije celic in pomanjkanja spomina. N-acetilglukozaminilacija proteina tau pa 
zmanjša njegovo agregacijo in s tem celično smrt (1). To nakazuje na možnost uporabe 
zaviralcev OGA kot terapije za upočasnitev napredka bolezni (4). V primeru PB gre ravno 
tako za propad nevronov, in sicer dopaminergičnih. Tudi tu so prisotni nenormalni agregati 
proteinov, t.i. Lewijeva telesca. Nekatere raziskave so pokazale, da je za agregacijo 
odgovorna povečana N-acetilglukozaminilacija α-sinukleina (gradnika Lewijevih telesc), 
druge pa, da je za to odgovorna zmanjšana N-acetilglukozaminilacija.  Za razjasnitev 
mehanizmov bodo tako v bodoče potrebne še dodatne raziskave (1). Pretekle študije 
pričajo o N-acetilglukozaminilaciji kot pomembnem dejavniku za normalno delovanje 
možganov in hkrati o njeni vpletenosti v nevrodegeneracijo. Akutne spremembe v N-
acetilglukozaminilaciji naj bi namreč privedle do sprememb v učenju in spominu tako in 
vitro kot tudi in vivo, deregulacija tega procesa pa naj bi bila tista, ki prispeva k 
nevrodegenerativnim boleznim (25). 
1.3 Živčni sistem 
Živčevje je zapleten sistem, ki v organizmu opravlja vrsto funkcij in ima pomembno vlogo 
pri kompleksnejših funkcijah kot so zavest, pomnjenje, razmišljanje. Zgrajeno je iz 
specializiranih živčnih celic nevronov ter podpornih celic, imenovanih celice glije (26,27).  
1.3.1 Nevroni 
Nevroni med seboj tvorijo omrežje, prenos informacije poteka 
hitro, vzdolž nevrona se širi v obliki membranskega potenciala, 
med posameznimi nevroni pa kemično, s pomočjo živčnih 
prenašalcev (27). Celice so asimetrične, morfološko jih lahko 
razdelimo na telo (somo), krajše izrastke (dendrite) in živčno 
vlakno (akson) (Slika 6). Telo je najmanjši del nevrona, obdaja 
jedro in citoplazemske organele, tu poteka sinteza proteinov. Iz 
telesa nevrona izraščajo krajši razvejani dendriti, katerih glavna 
naloga je sprejemanje informacije iz drugih nevronov. Za razliko 
od dendritov, ima vsak nevron navadno le eno različno dolgo 
Slika 6: Struktura 




živčno vlakno po katerem potuje informacija do drugih nevronov (28).  
1.3.2 SH-SY5Y celična linija 
Uporaba človeških primarnih nevronov v poskusih raziskav je omejena, saj je njihovo 
pridobivanje, gojenje in rokovanje težavno. Prav tako predstavljajo omejitev etični zadržki 
za pridobitev ustreznih nevronov v dovolj velikih količinah (29). Iz teh razlogov se za in 
vitro študije uporabljajo transformirane nevronom podobne celice (30). Primer takih so 
celice SH-SY5Y, hčerinska linija celične linije SK-N-SH, ki je bila pridobljena leta 1970 s 
pomočjo biopsije kostnega mozga metastatskega neuroblastoma 4-letne pacientke (31). 
Celice  SK-N-SH so bile modificirane trikrat: prvič v celice SH-SY, nato v SH-SY5 in še v 
celice SH-SY5Y, ki se kot model za nevrone uporabljajo od leta 1980, saj imajo tako 
biokemijske kot funkcionalne lastnosti nevronov (29,30). Celična linija SK-N-SH 
vključuje celice treh različnih fenotipov: nevronskega, Shwannovega in vmesnega 
fenotipa. Linija SH-SY5Y pa je homogena, nevroblastom podobna celična linija. Celice 
vsebujejo tirozin hidroksilazne in β-hidroksilazne aktivnosti kateholaminergičnih nevronov 
(29). V kulturi je del celic pritrjen na površino, del pa jih prosto plava, pri čemer so ene in 
druge žive. Nediferencirane so morfološko bolj podobne nevroblastom, navadno rastejo v 
skupkih v osrednjem delu gojišča. Tvorijo skupke, kjer rastejo ena na drugi, na robovih pa 
izraščajo krajše nevrite (Slika 7). 
 
Slika 7:  Nediferencirane celice. 
Prikazana je rast nediferenciranih celic SH-SY5Y. Rastejo v osrednjem delu gojišča, gosto skupaj, ena na 
drugi in tvorijo skupke. Označeni so tudi nevriti, ki izraščajo iz celic na zunanjih robovih skupkov (prirejeno 
po (30)). 
 
S pomočjo dodatkov (npr. retinojske kisline) jih lahko tudi diferenciramo v fenotip bolj 
zrelih nevronov. Slednje prinaša številne prednosti v raziskavah, med drugim zmožnost 
pridobivanja večjih količin celic, nižjo ceno v primerjavi s primarnimi nevroni, z 
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diferenciacijo se poenoti celični cikel kar vodi v bolj homogeno populacijo celic in 
nenazadnje, ker so to celice človeškega izvora, izražajo človeške proteine, ki jih z uporabo 
npr. celic glodalcev ne bi mogli pridobiti. Diferencirane celice imajo številne daljše 
podaljške (nevrite), telo nevronov je piramidne oblike (Slika 8), imajo bolj vzdražno 
membrano, izražajo živčne prenašalce itd. (30). Zaradi vseh omenjenih lastnosti se celična 
linija SH-SY5Y uporablja za nevrološke študije, med drugim kot model za PB, AD, 
nevrotoksičnost, amiotrofično lateralno sklerozo (31).  
 
 
Slika 8:  Diferencirane celice. 
Prikazane so diferencirane celice SH-SY5Y. Telo je za razliko od nediferenciranih piramidne oblike, vidimo 
tudi daljše izrastke (prirejeno po (30)). 
 
Izvajanje študij na celicah SH-SY5Y omogoča razumevanje mehanizmov nastanka 
omenjenih nevrodegenerativnih obolenj in odkrivanje možnih terapevtskih pristopov za 
zdravljenje le-teh. Gre za bolezni, kjer prihaja do poškodb nevronov in zaradi njihove 
minimalne sposobnosti samoobnavljanja do njihovega postopnega propadanja. Končno 
diferencirane živčne celice namreč ne proliferirajo tako kot ostale celice, temveč ostanejo 
trajno v mirujoči fazi celičnega cikla (29,30,32). 
1.4 Celična proliferacija, celični cikel 
Razmnoževanje celic poteka preko serije dogodkov, v katerih se celična vsebina najprej 
podvoji, nato pa razdeli na dva dela. Cikel podvajanja in delitve imenujemo celični cikel. 
Sestavljen je iz interfaze, ki je razdeljena v faze: G1, S in G2 ter mitoze (M faze), ki je 
ravno tako razdeljena v faze. Glavna procesa M faze sta delitev jedra (mitoza) in delitev 
citoplazme (citokineza) (32).  
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INTERFAZA je obdobje v katerem poteka sinteza proteinov in podvajanje DNA, v njem 
celica preživi največ časa. 
 Faza G1: zunajcelični signali (adhezija celic, mitogeni) sprožajo rast celic. Značilna 
sta prepisovanje genov ter sinteza proteinov. Posledično se povečuje volumen, 
celica raste. 
 Faza S: DNA se podvaja. Sinteza se začne na točno določenem mestu kromosoma, 
imenovanem začetek podvajanja, in nadaljuje do končnega oz. terminacijskega 
mesta. Najprej pride do odvijanja materinske molekule DNA, nato pa encim DNA-
polimeraza podvaja hčerinski verigi, eno (vodilna veriga) v smeri odvijanja DNA, 
drugo (sledilna veriga) pa v obratni smeri. Vsaka hčerinska DNA je torej 
sestavljena iz ene materinske in ene na novo sintetizirane komplementarne verige. 
Pri delitvi materinske celice v dve hčerinski, tako obe dobita popolno kopijo DNA. 
 Faza G2: celica ponovno sintetizira proteine, med drugim tudi specifične (npr. 
tubulin), ki jih potrebuje med mitozo in raste. 
MITOZA: 
 Profaza: kromatin se zgoščuje in oblikuje v kromosome, strukture sestavljene iz 
dveh spetih, v S fazi nastalih sestrskih kromatid. Prav tako podvojeni centrosom se 
ločuje in potuje na nasprotna pola celice. 
 Prometafaza: jedrna ovojnica razpade, kinetohorni mikrotubuli pripenjajo 
kromosome. 
 Metafaza: kromosomi ležijo v ekvatorialni ravnini delitvenega vretena. 
 Anafaza: sestrski kromatidi se ločita in potujeta na nasprotna pola celice. 
Kinetohorni mikrotubuli se krajšajo, pola se ločita. 
 Telofaza: okrog seta kromosomov na polih se oblikuje nova jedrna ovojnica, 
delitveno vreteno se razgradi (33). 
 Citokineza: citoplazma se cepi na dva dela, oblikujeta se dve hčerinski celici, vsaka 
s svojim jedrom (32). 
Prehodi med fazami celičnega cikla so nadzorovani v kontrolnih točkah, katerih kontrolne 
komponente so od ciklinov odvisne kinaze (Cdk). Njihova aktivnost nadzoruje dogodke, 
odvisna pa je od ciklinskih podenot, ki skupaj s kinazami tvorijo komplekse. Z vezavo 
ciklinov in fosforilacijo enih ter defosforilacijo drugih AK se Cdk aktivirajo in fosforilirajo 
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ključne proteine v celičnem ciklu. 
Koncentracija ciklinov skozi cikel ciklično 
narašča in pada, s tem pa regulira aktivacijo 
kompleksov ter samih procesov. Kontrolne 
točke zagotavljajo pravilen časovni potek 
dogodkov, pravilen prenos genetske 
informacije iz matične celice na hčerinske ter 
morebitno popravljanje napak na ravni DNA. 
Preverja se stanje molekule DNA ter sporočila 
iz okolja, predvsem rastnih faktorjev in 
hormonov. Če je DNA nepoškodovana in 
sporočila ustrezna se celični cikel nadaljuje do 
naslednje točke (33). Pomembna so vsaj tri kontrolna mesta: v fazi G1, kjer se preverja 
ustreznost okolja za delitev, v fazi G2, kjer se preverja podvojena DNA in v fazi mitoze, 
kjer se preverja ali so kromosomi ustrezno pripeti na delitveno vreteno pred delitvijo (Slika 
9). Če so pogoji okolja neustrezni, celice ne nadaljujejo faze G1, ampak preidejo v 
mirujočo fazo G0, ki je lahko trajna ali začasna. Trajno ostanejo v tej fazi končno 
diferencirane celice npr. živčne celice in celice skeletnih mišic, začasno pa matične celice, 
zadolžene za obnovo. V fazi G1 delujejo ciklini D (ciklini G1), ki tvorijo komplekse G1-
Cdk in pomagajo celici skozi fazo G1. Prav tako so v tej fazi prisotni ciklini E, ki tvorijo 
G1/S-Cdk oz. start kinazni kompleks, saj dovoljuje potek delitve celice. V S fazi, ciklini A 
oz. S tvorijo  S-Cdk, ki najprej sprožijo podvojitev in nato zavrejo delovanje proteinov ter 
s tem preprečijo ponovno podvajanje istega odseka DNA. V G2 delujejo ciklini B oz. M, ki 
tvorijo M-Cdk, ti nadzorujejo dogodke do konca metafaze. Na začetku anafaze se tvori 
kompleks APC, ki razgradi M-Cdk, ga inaktivira in s tem povzroči začetek izhoda iz 
mitoze (32,33). 
  
Slika 9: Celični cikel. 
Prikazan je celični cikel s posameznimi fazami in 




2 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge bo raziskati vpliv modulatorjev N-acetilglukozaminilacije, 
natančneje zaviralcev encima OGT in OGA, na nevroblastomsko celično linijo SH-SY5Y, 
ki služi kot in vitro model za raziskovanje nevronskih vlog. 
Najprej bomo skušali dokazati učinke zaviralcev na metabolno aktivnost in živost celic  
SH-SY5Y in podatke primerjali, z do sedaj že znanimi rezultati na ostalih celičnih linijah. 
V ta namen bomo izvedli test z reagentom MTS in test živosti s pretočnim citometrom. Iz 
pridobljenih podatkov bomo določili netoksično koncentracijo zaviralcev, ki bo 
uporabljena pri nadaljnjih poskusih. V primeru dokazanega učinka zaviralcev na 
metabolno aktivnost bomo s pomočjo pretočnega citometra preverili še njihov vpliv na 
proliferacijo in celični cikel. Tako bomo poskušali dokazati, da bi bila N-
acetilglukozaminilacija preko vpliva na proliferacijo lahko vpletena pri patologiji 
nevroblastoma ali drugih nevronskih obolenj.  
 
Hipoteza 1: OSMI-1 in TMG preko modulacije N-acetilglukozaminilacije vplivata na 
proliferacijo celic SH-SY5Y. 
V primeru dokazanega vpliva na proliferacijo bomo preverili še vpliv na stopnjo N-
acetilglukozaminilacije in izražanje encimov OGT, OGA v omenjeni celični liniji. 
 
Hipoteza 2: Selektivni zaviralec encima OGT (OSMI-1), selektivni zaviralec encima OGA 
(TMG) in vsebnost glukoze v celičnem mediju vplivajo na stopnjo N-
acetilglukozaminilacije proteinov ter na izražanje encimov OGT in OGA v celicah SH-
SY5Y. 
Vpliv bomo preverili pri različnih časovnih točkah, s pomočjo prenosa western. 
Predvidevamo, da bo tako kot v drugih celičnih linijah, tudi pri SH-SY5Y pod vplivom 
OSMI-1 in TMG prišlo do povečanja/zmanjšanja stopnje N-acetilglukozaminilacije ter do 
sprememb v izražanju OGT in OGA. Prav tako pričakujemo spremembe glede na vsebnost 
glukoze v mediju, saj je glukoza prekurzor substrata UDP-GlcNAc. 
Nazadnje bomo poskušali dokazati, da izpostavitev celic zaviralcem privede do 
translokalizacije encima OGT, kar bi lahko nakazovalo na spremembe v znotrajcelični 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Kemikalije in kompleti reagentov 
Preglednica I: Seznam uporabljenih kemikalij in kompletov reagentov. 
Kemikalije/Kompleti reagentov                                       Proizvajalec 
70% etanol (96% etanol redčen z ultra čisto vodo) ECP, d.o.o., Trzin, SLO 
96 % etanol ECP, d.o.o., Trzin, SLO 
Akrilamid in N,N'´-metilen-bisakrilamid Fluka Chemie AG, Švica 
Antibiotik, antimikotik (penicilin, streptomicin) Sigma-Aldrich, ZDA 
APS Fluka, Chemie AG, Švica 
Avtoklavirana ultra čista voda FFA 
DC Protein Assay, komplet za določanje koncentracije 
proteinov 
Bio-Rad, ZDA 
BSA (goveji serumski albumin) Sigma-Aldrich, ZDA 
CFSE (karboksifluorescein sukcinidimil ester) Invitrogen, ZDA 
DMEM medij Sigma-Aldrich, ZDA 
DMSO Merck, Chemicals, Nemčija 
Dopamin TCL 
FBS (fetalni goveji serum) Gibco, ZDA 
Formaldehid 4% FFA 
Izopropanol Sigma-Aldrich, ZDA 
L-glutamin Sigma-Aldrich, ZDA 
MTS-reagent Cell Titer 96® AQueous Promega, Madison, ZDA 
OSMI-1 FFA 
Propidijev jodid Invitrogen, CA, ZDA 
RNaza QIAGEN, Nemčija 
RPMI-1640 medij Sigma-Aldrich, ZDA 
SDS (natrijev dodecil sulfat) Promega, Madison, ZDA 
Supersignal® West Femto Thermo Fisher Scientific, ZDA 
SYTOX™ Bleu Dead Cell Stain Thermo Fisher Scientific, ZDA 
TEMED Bio-Rad, ZDA 
TMG (Thiamet G) Sigma-Aldrich, ZDA 
Tripansko modrilo, raztopina Sigma-Aldrich, ZDA 
Tween 20 Bio-Rad, ZDA 
 
3.1.2 Protitelesa 
Preglednica II: Seznam uporabljenih protiteles. 
Protitelesa                                                                             Proizvajalec 
Primarna mišja monoklonska protitelesa proti O-GlcNAc BIOLEGEND®, ZDA 
Primarna mišja monoklonska protitelesa proti β-aktinu Sigma-Aldrich, ZDA 
Primarna kunčja monoklonska protitelesa proti OGA Sigma-Aldrich, ZDA 
Primarna kunčja monoklonska protitelesa proti OGT Cell Signaling tech., ZDA 
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Sekundarna kozja  protitelesa proti kunčjim, kojugirana s 
hrenovo peroksidazo 
Millipore, ZDA 
Sekundarna kozja IgG protitelesa proti kunčjim, označena z 
Alexa Fluor® 488 
Life technologies-Eugene, 
ZDA 




3.1.3 Material in aparature 
Preglednica III: Seznam uporabljenih materialov in aparatur. 
Material/Aparatura                                                                Proizvajalec 
6-,12-,24- in 96- jamične sterilne mikrotitrske plošče za gojenje 
celičnih kultur 
TPP, Švica 
Avtoklav A-21 Kambič lab. oprema, SLO 
Avtomatska multikanalna pipeta Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Centric 322A Tehtnica, Železniki, SLO 
Centrifuga Centrifuge 5430 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifugirke (15ml, 50 ml, ...) TPP, Švica 
Tubice za pretočno citometrijo (Flowtubes) Invitrogen, ZDA 
Uvitec in programska oprema Uvitec NineAlliance Uvitec Cambridge, VB  
Hemocitometer  Brand Neubauer, Nemčija 
Hladilnik/ zamrzovalnik Gorenje, Velenje, SLO 
Inkubator  Heraus Holding GmbH, Nem 
Invertni svetlobni mikroskop (Olympus CK40) Olympus optical, Nemčija 
Kadička za vertikalno elektroforezo Bio-Rad, ZDA 
Komora z laminarnim pretokom zraka (LAF komora) Siemens, ZDA 
Mikrocentrifugirke (epice) Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrski čitalec (BioTek Synergy HT) Biotek, ZDA 
Pipete 0,1-2,5 µl, 0,5-10 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl Eppendorf, Nemčija 
Posode T-flask za gojenje celičnih kultur TPP, Švica 
Precizna tehtnica Lotrič, SLO 
Pretočni citometer Attune NxT Invitrogen, ZDA 
Serološke pipete za enkratno uporabo (volumni: 2,5 - 50 ml) TPP, Švica 
Sterilni nastavki za pipete Sarstedt, Nemčija 
Stresalnik  IKA, Nemčija 
Ultrasonični homogenizator 4710 
Call-Rarner Instrument Co., 
ZDA 
Vibracijski mešalnik (Vortex GENIE 2) Scientific Industries, ZDA 
Vir napetosti za elektroforezne kadičke Bio-Rad, Richmond, ZDA 
Vodna kopel Memmert, Nemčija 
Zamrzovanik -80°C Forma Scientific, Kanada 
Zaščitne rokavice iz lateksa Kimberly-Clark, ZDA 
Nitrocelulozna membrana GE Healthcare, Nemčija 
Stekla za WB Bio-Rad, ZDA 
Glavnički za WB Bio-Rad, ZDA 
Konfokalni mikroskop ZEISS, LSM 710 Carl Zeiss GmbH, Avstrija 
Stekelca za mikroskop Thermo Scientific, ZDA 
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3.1.4 Pufri in raztopine 
Preglednica IV: Seznam uporabljenih pufrov in raztopin ter njihove sestave. 
Pufri in raztopine                                        Sestava 
10 x PBS 
NaCl (1370 mM) 
KCl (26,8 mM) 
Na2HPO4*12H2O (101 mM) 
KH2PO4 (16,7 mM) 
ultra čista voda do 1000 mL 
1 x PBS (pH 7,4) 
10 x PBS redčen 1:10 z ultra čisto vodo, 
uravnavan pH in avtoklaviran 
10 x TBS (pH 7,4) 
Tris (250 mM) 
NaCl (1370 mM) 
KCl (30 mM) 
ultra čista voda do 1000 mL 
1 x TBS 10 x TBS smo redčili 1:10 z ultra čisto vodo 
1 x TTBS 
10 x TBS smo redčili 1:10 z ultra čisto vodo in 
dodali 1 mL Tween 
3 x SLB (ang. sample loading buffer) 
30% glicerol 
0,3% bromfenol modro 
9% SDS 
Tris/HCl (195 mM, pH 6,8) 
5 x elektroforezni pufer Tris-Glicin 
Tris (25 mM) 
glicin (250 mM) 
0,1% SDS 
10 % SDS (pH 7,2) 
SDS (385 mM) 
90 mL ultra čiste vode 
APS  10% amonijev persulfat, redčeno v ultra čisti vodi 
Koncentracijski pufer (ang. stacking buffer) 
Tris (0,5M, pH 6,8) 
0,4 g SDS 
ultra čista voda do 1000 mL 
Ločevalni pufer (ang. separating buffer) 
Tris (1,5M, pH 8,8) 
0,04 % SDS 
ultra čista voda do 1000 mL 
Pufer za odstranjevanje vezanih protiteles 
(ang. stripping buffer) 
2% SDS 
Tris (62,5 mM, pH 6,8) 
2-merkaptoetanol (100 mM) 
RIPA pufer  
NaCl (150 mM) 
1% NP-40 
0,5% natrijev deoksiholat 
0,1% SDS (natrijev dodecilsulfat) 
Tris-HCl (50 mM, pH 8,00).  
Pufer za moker prenos 
20 % 5 x Tris-glicin  
20 % MeOH  
ultra čista voda do 1000 mL 
Pufer za označevanje celic  
(ang. cell staining buffer) 
1 x PBS 800 mL 
BSA 20 mL 
NaN3 (13,8 mM) 
ultra čista voda do 1000 mL 
uravnavan pH 7.4, filtracija 
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3.1.5 Geli za SDS-Page 
Preglednica V: Sestava uporabljenih gelov za SDS-Page. 
Gel                                                                    Sestava 
8 % SEPARACIJSKI GEL (15 ml) 
7,88 ml voda (ultra čista)            
3,0 ml AA/AB                           
3,75 ml separacijski pufer           
0,15 ml SDS 10%                        
0,15 ml APS 
0,15 ml TEMED                          
6 % KONCENTRACIJSKI GEL (7,5 ml) 
4,35 ml voda (ultra čista) 
1,125 ml AA/AB                           
1,875 ml separacijski pufer           
0,075 ml SDS 10%                        
0,075 ml APS                                
0,0075 ml TEMED                          
 
3.1.6 Gojišča  
Preglednica VI: Seznam in dodatki uporabljenih medijev za gojenje celičnih kultur. 
Gojišče                                                                  Sestava 
DMEM medij za SH-SY5Y (NO GLUCOSE) 
500 ml DMEM 
50 ml FBS 
5 ml mešanice penicilina (10.000 U/mL) in 
streptomicina (10 mg/mL) 
5 ml L-glutamina 
DMEM medij za SH-SY5Y (HIGH GLUCOSE) 
500 ml DMEM low glucose 
50 ml FBS 
5 ml mešanice penicilina (10.000 U/mL) in 
streptomicina (10 mg/mL) 
5 ml L-glutamina 
17,5 ml 100g/L glukoze 
RPMI-1640 medij za K562, MEC-1 
500 ml RPMI-1640 
50 ml FBS 
5 ml mešanice penicilina (10.000 U/mL) in 
streptomicina (10 mg/mL) 









3.2 Metode dela 
3.2.1 Prostor in pogoji dela 
S celičnimi kulturami smo delali v za to namenjenem celičnem laboratoriju, kamor se sme 
vstopati le v čisti halji, obutvi in zaščitnih rokavicah. Vse razen štetja celic, smo izvajali v 
komori z laminarnim pretokom zraka (t.i. LAF-komori), kjer so prisotni aseptični pogoji. 
Vgrajene ima namreč HEPA (ang. high efficiency particulate absorbing) filtre, skozi katere 
zrak iz okolice prehaja v komoro, pri tem pa ne prepuščajo delcev, ki bi lahko 
kontaminirali okolje. Zrak s HEPA filtrov na stropu priteka s konstantno hitrostjo navzdol 
in nato potuje vzporedno z delovno površino, proti zaščitnemu steklu in izhodu iz komore 
(34). Vse pripomočke, materiale ki smo jih vnašali v komoro, smo razkužili s 70% 
etanolom. Po končanem delu smo razkužili delovno površino in prižgali v komori vgrajeno 
UV-lučko za sterilizacijo, za vsaj 20 min. 
3.2.2 Odmrzovanje celic 
Celične kulture smo imeli shranjene v posameznih kriovialah v tekočem dušiku, ko smo jih 
potrebovali, pa smo jih odmrznili s prenosom na sobno temperaturo. Takoj po odtalitvi 
smo celice prenesli v novo centrifugirko z dodanim svežim medijem, segretim na sobno 
temperaturo. Celično suspenzijo smo centrifugirali 5 min pri 1400 rpm. Po centrifugiranju 
smo supernatant odlili, celično usedlino pa ponovno suspendirali v svežem mediju. Tako 
smo se znebili DMSO-ja, ki je prisoten v mediju za zamrzovanje kot krioprotektant, za 
odtaljene celice pa je toksičen. Za izvajanje poskusov smo celice lahko uporabili šele po 
enem do dveh tednih od odmrznitve, ko so si opomogle in se začele normalno 
razmnoževati. 
3.2.3 Gojenje celic 
Poskuse smo izvajali na celičnih linijah SH-SY5Y, K562 in MEC-1. Gojili smo jih v 
inkubatorju celičnega laboratorija, pri temperaturi 37°C, 5% CO2 in navlaženi atmosferi. 
Za gojenje smo uporabljali ležeče vsebnike s površino dna 25, 75 ali 150 cm2. Celice SH-
SY5Y smo gojili v mediju DMEM z vsebnostjo glukoze 4500 mg/L, celični liniji K562 in 
MEC-1 pa v mediju RPMI-1640. Vsak tretji dan smo morali celice redčiti, da smo 
ohranjali optimalne pogoje za rast. Pri celicah SH-SY5Y smo to storili tako, da smo najprej 
odsesali medij v katerem so plavale večinoma mrtve celice. Sledilo je spiranje vsebnikov s 
sterilnim PBS-om, dodatek 0,25% tripsina in nekaj minutna inkubacija pri 37°C, da so se 
adherirane celice odlepile od podlage. Z nekaj mL svežega medija smo celice ponovno 
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suspendirali, prenesli v centrifugirko in centrifugirali pri 1400 rpm, 21°C, 5 min. Po 
centrifugiranju smo supernatant odlili, celice pa ponovno suspendirali v svežem mediju. 
Približno tretjino celične suspenzije smo prenesli v nov vsebnik ter dodali svež medij, da 
smo dobili optimalno koncentracijo celic za rast. Pri celičnih linijah K562 in MEC-1 smo 
celice redčili tako, da smo suspenzijo celic iz vsebnika prenesli v centrifugirko in 
centrifugirali pri 1500 rpm, 21°C, 5 min. Nato smo supernatant odlili, celice pa ponovno 
suspendirali v svežem mediju. Približno petino celic smo prenesli v nov vsebnik, dodali 
ustrezno količino medija in gojili naprej. Uporabljen medij in PBS, ki smo ju hranili v 
hladilniku ter tripsin, hranjen v zamrzovalniku smo vsakič pred delom segreli na 37°C. 
3.2.4 Štetje celic 
Za določanje števila oz. koncentracije celic v mediju smo uporabljali hemocitometer. To je 
steklena plošča, ki ima na sredini vdolbino oblike črke »H« z lasersko vgravirano 
pravokotno mrežo (Slika 10). Vodoravna črta črke H deli dve števni polji v obliki kvadrata, 
vsako pa je razdeljeno na še devet manjših kvadratov z enako površino (1mm x 1mm). 
Štirje kotni kvadrati 1, 2, 3 in 4 so razdeljeni v 4 x 4 mrežo in med seboj ločeni z še 
gostejšo mrežo (Slika 11). Skupaj s krovnim stekelcem se tvori prostor z volumnom 0,1 
mm³ in dimenzijami 1mm x 1mm x 0,1 mm (35,36). 
  Prirejeno po (37). 
                 
   Prirejeno po (38). 
 
Pred vsakim štetjem smo morali celice najprej suspendirati in nato s pipeto prenesti 10µL 
homogene suspenzije v nov vsebnik. Dodali smo še 10 µL tripanskega modrila ter dobro 
premešali. Iz novo nastale suspenzije smo vzeli 10µL in celoten volumen odmerili na 
Slika 11: Hemocitometer – števno polje. 
Prikazano je števno polje v obliki kvadrata, 
razdeljeno na 9 manjših kvadratov. Šteje se 
celice v 4 kotnih kvadratih (1-4), pri čemer se 
dve stranici upošteva, drugi dve pa ne. 
Slika 10: Hemocitometer. 
Prikazana je shema steklene plošče z 
vdolbino v obliki črke »H«. Vzorec se 
nanese na polje za štetje celic in 
pokrije s krovnim stekelcem. 
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števno polje hemocitometra. Pod mikroskopom smo videli celice razporejene po kvadratih. 
Šteli smo samo svetle celice v štirih območjih - 1, 2, 3, 4 - tiste, ki so bile vidne kot bele 
lise na modrem ozadju (Slika 11). Te so ponazarjale žive celice, mrtvih celic nismo 
upoštevali. Barvilo tripan modro namreč prodre v nežive celice, t.j. celice s poškodovano 
membrano in jih obarva modro (36,39). Tako lahko ločimo žive od neživih. Po preštetih 
celicah v vseh štirih kvadrantih smo s pomočjo Enačbe 1 izračunali koncentracijo celic v 
našem mediju: 
Enačba 1:                     Število celic/ml =  
š𝑡.𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 4 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑖ℎ
4
 𝑥 2 𝑥 10⁴ 
Na koncu smo hemocitometer in krovno stekelce prebrisali s 70% etanolom, nato pa še z 
deionizirano vodo in suho krpico (35). 
3.2.5 Priprava celic za izvedbo poskusov 
Za vsak poskus, ki smo ga izvedli smo potrebovali določeno število celic, ki smo jih nato 
nasadili na želene vsebnike za nadaljne eksperimente. Alikvot adhezijskih celic SH-SY5Y 
smo pridobili po sledečem postopku. Najprej smo z avtomatsko serološko pipeto odsesali 
medij v katerem so plavale večinoma mrtve celice. Sledilo je 1 x spiranje vsebnika s 
sterilnim PBS-om, ki smo ga prenesli v centrifugirko, nato pa v vsebnik dodali 0,25% 
tripsin. Po nekaj minutah inkubacije pri 37 °C so se adherirane celice odlepile. Ponovno 
smo jih suspendirali v nekaj mL svežega medija ter prenesli v prvotno centrifugirko. 
Odvzeli smo 10 µL homogene suspenzije ter prešteli celice po postopku opisanem v 
podpoglavju »Štetje celic«. Celice smo centrifugirali 5 min pri 1400 rpm in 21 °C. Po 
centrifugiranju smo supernatant odlili, celice pa ponovno suspendirali v ustrezni količini 
svežega medija, da smo dobili želeno koncentracijo za naš poskus. Odvzeli smo alikvot, 
preostanek pa pustili za nadaljnje gojenje. Celice K562 in MEC-1 so suspenzijske celice, 
zato smo alikvot pridobili po nekoliko poenostavljenem postopku. S serološko pipeto smo 
celice v vsebniku dobro suspendirali, da smo dobili homogeno suspenzijo in vse prenesli v 
centrifugirko. Odvzeli smo 10µL za štetje celic, preostalo suspenzijo pa centrifugirali  5 
min na 1200 rpm, pri 21 °C. Odlili smo medij, dodali ustrezno količino svežega in celice 
ponovno suspendirali. Odvzeli smo alikvot, preostanek pa gojili naprej. 
3.2.6 Test metabolne aktivnosti 
Vpliv testiranih spojin na metabolno aktivnost celic, smo preverjali z testom metabolne 
aktivnosti (MTS). Poskus smo izvedli na treh celičnih linijah, SH-SY5Y, K562 in MEC-1. 
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Test metabolne aktivnosti temelji na redukciji substrata v viabilnih celicah, kar se odraža v 
generiranju signala, ki tako korelira s številom živih celic. Mrtve celice namreč hitro 
izgubijo sposobnost pretvorbe substrata v produkt, torej se metabolna aktivnost zmanjša 
(40). Pri delu smo uporabljali reagent MTS – tetrazolijevo sol [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol], ki ga v metabolno aktivnih 
celicah, od NAD(P)H-odvisni dehidrogenazni encimi reducirajo v formazan (Slika 12). V 
metabolno neaktivnih celicah pa do pretvorbe ne pride. Produkt je obarvan in topen v 
celičnem mediju, določimo ga lahko z merjenjem absorbance pri 490-500 nm. Količina 
nastalega formazana tako korelira s številom metabolno aktivnih celic (41,42). 
 
Slika 12: Pretvorba reagenta MTS v obarvan produkt formazan s pomočjo redukcije (povzeto po (40)). 
Celice smo za test pripravili kot je opisano v podpoglavju »Priprava celic za izvedbo 
poskusov«. Nato smo za vsako celično linijo (SH-SY5Y, K562, MEC-1) nanesli 50 µL 
celične suspenzije v koncentraciji 2 x 105 celic/mL v posamezne vdolbinice plošče s 96-
vdolbinicami ter dodali še 50 µL medija ali raztopin spojin (OSMI-1/TMG). Za spojino 
OSMI-1 smo uporabili koncentracije 12.5, 25, 50 µM, za spojino TMG pa 25, 50 µM. 
Celice smo inkubirali 72 h, nato pa dodali 10 µL reagenta MTS v vsako vdolbinico ter po 
pribl. 2 h pomerili absorbanco pri 490 nm na mikrotitrskem čitalcu BioTek. Odstotek 
metabolne aktivnosti tretiranih celic smo izračunali s pomočjo Enačbe 2. 
Enačba 2:                                  % aktivnosti = 
𝐴𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
𝐴𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎 
 x 100 
 
3.2.7 Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija (ang. flow cytometry) je metoda, ki se uporablja za določanje tako 
fizikalnih kot biokemijskih lastnosti celic. Hkrati se lahko določa več parametrov 
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posamezne celice. Vzorec se injicira v obliki homogene suspenzije, kar omogoča 
hidrodinamsko fokusiranje. Celice potujejo ena za drugo skozi laserski snop svetlobe, pri 
tem pa prihaja do odboja in sipanja svetlobe v različne smeri. Količino oddane svetlobe 
zaznavata dva fotodetektorja. Prednje sipanje je proporcionalno velikosti celice, zaznava 
ga fotodetektor v ravnini laserskega žarka. Stransko sipanje pa je posledica odboja od 
celičnih organelov, zato je proporcionalno zrnatosti celice, zaznava ga fotodetektor 
postavljen pravokotno od žarka (Slika 13). S pomočjo prednjega sipanja lahko ločimo 
celice po velikosti, s pomočjo stranskega pa zrnate od nezrnatih. Pravokotno na žarek so 
postavljeni še fluorescenčni detektorji. Ti zaznavajo fluorescenco, ki jo oddajajo celice po 
označevanju s fluorokromi in omogočajo določitev biokemijskih lastnosti (43,44). 
 
Slika 13: Shema pretočnega citometra (prirejeno po (44)). 
Za izvedbo testa viabilnosti s pomočjo pretočnega citometra, smo celice SH-SY5Y po 
predhodni pripravi nasadili na vsebnik v koncentraciji 1,5 x 105 celic/mL ter inkubirali čez 
noč, da so se celice pritrdile na podlago. Naslednji dan smo jim dodali spojine OSMI-1 
(12.5 µM, 25 µM in 50 µM) , TMG (25 µM, 50 µM) in 0.5% DMSO kot kontrolo ter po 72 
h vzorčili. Vzorce smo pripravili na merjenje tako, da smo iz vsake vdolbinice najprej 
odpipetirali supernatant in ga prenesli v vsebnik. Nato smo adherirane celice odlepili s 
pomočjo tripsina, suspenzijo in supernatant centrifugirali ter celično usedlino suspendirali 
v 200 µL PBS. Tik pred merjenjem smo celicam dodali barvilo SYTOX™ Blue, ki prehaja 
le membrane poškodovanih celic, zaradi česar lahko z barvanjem ločimo populacijo mrtvih 
od populacije živih celic (45). Vzorce smo homogenizirali s pomočjo stresalnika in pričeli 
z merjenjem na citometru. 
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3.2.8 Izolacija in določanje koncentracije proteinov 
Za izvedbo prenosa western smo morali proteine najprej izolirati iz proučevane celične 
linije SH-SY5Y. Prvi korak je bila priprava suspenzije celic z želeno koncentracijo in v 
želenem mediju. To smo storili po postopku opisanem v podpoglavju »Priprava celic za 
izvedbo poskusov«. Po centrifugiranju smo celično usedlino ponovno suspendirali v 
ustrezni količini svežega medija z visoko, nizko vsebnostjo glukoze ali brez glukoze. Po 2 
ml pripravljenih raztopin celic smo odpipetirali v ustrezne vsebnike in jim naslednji dan 
dodali spojine. Za poskus vpliva različnih koncentracij glukoze smo raztopinam v mediju 
brez glukoze dodali ustrezne količine glukoze še isti dan. Po inkubaciji smo v ustreznih 
časovnih točkah (24, 48 in 72 h) pripravili vzorce po sledečem postopku. S pipetnim 
nastavkom smo v vsaki vdolbinici premešali medij, da so se celice odlepile s stene in ga 
prenesli v centrifugirko. Dno smo dodatno sprali z 1 mL PBS-a in prenesli v isto 
centrifugirko (za vsak vzorec svojo). Centrifugirali smo 5 min pri 1800 rpm, 4°C in nato 
odlili supernatant. Celično usedlino smo ponovno suspendirali z 1 mL hladnega PBS-a in 
vse skupaj prenesli v nov vsebnik. Spet smo centrifugirali 5 min pri 2400 rpm, 4°C ter 
odstranili supernatant. Medtem smo pripravili RIPA lizirni pufer (vanj smo predhodno 
100-krat razredčili osnovno raztopino inhibitorjev fosfataz in proteaz), ki smo ga nato 
dodali vsakemu vzorcu (po 60 µL). Premešali smo na stresalniku in vzorce zamrznili na -
80°C.  
Po pripravi vseh vzorcev v zastavljenih časovnih točkah smo vsebnike s celicami odmrznili 
in sonicirali 5 s v dveh zaporednih krogih. S tem smo razbili celične mebrane in sprostili 
proteine. Sledilo je stresanje na ledu 30 min ter centrifugiranje 20 min pri 15000 rpm, 4°C. 
Proteini so tako ostali v supernatantu, ki smo ga prenesli v nov vsebnik, usedlino z ostanki 
celic pa zavrgli. Za določanje koncentracije proteinov smo odvzeli 4 µL vsakega vzorca, 
preostanek pa zamrznili na -80°C za prenos western.  
Uporabili smo komplet, ki temelji na DC metodi, katere princip je podoben metodi Lowry. 
Gre za reakcijo med proteinom, bazično raztopino bakrovega tartrata (reagent A) in 
Folinovim reagentom (reagent B) v dveh stopnjah. Najprej proteini reagirajo z bakrovim 
tartratom v bazični raztopini, v naslednji stopnji pa nastali produkt reducira Folinov 
reagent. Potek reakcije označuje značilno modro obarvanje raztopine z maksimumom 
absorbance pri 750 nm (46). 
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4 µL vzorca smo dodali 8 µL lizirnega pufra (3 x redčitev) in si pripravili standarde z 
raztopino BSA (10 mg/mL) po sledeči shemi: 
Preglednica VII: Priprava standardov z 10 mg/mL raztopino BSA. 
c(standarda) [mg/ml] Vpufra (µL) Vbsa (10mg/ml) [µL] 
0,2 24,50 0,50 
0,5 23,75 1,25 
0,8 23,00 2,00 
1,0 22,50 2,50 
1,5 21,25 3,75 
2,0 20,00 5,00 
 
Na ploščo s 96-vdolbinicami smo v triplikatih nanesli standarde ter slepo raztopino (lizirni 
pufer), vse vzorce pa v duplikatih. Nanosom je sledilo dodajanje reagentov v točno 
določenem zaporedju. Najprej smo dodali po 25 µL reagenta A`, ki smo ga tik pred 
nanosom pripravili tako, da smo 1 mL reagenta A dodali 20 µL reagenta S. Nato pa smo 
dodali še po 200 µL reagenta B. Ploščo smo pustili stresati 5 s, razbili mehurčke in po 15 
min inkubacije na sobni temperaturi izmerili absorbanco pri 750 nm. Iz absorbanc 
standardnih raztopin smo s pomočjo linearne regresije dobili enačbo premice, iz katere 
smo glede na absorbance naših vzorcev lahko določili koncentracije proteinov v 
posameznih vzorcih. Pri tem smo absorbanco slepe raztopine odšteli tako od absorbanc 
standardov kot tudi vzorcev. Pri izračunu koncentracije smo upoštevali tudi faktor 
predhodne redčitve. 
3.2.9 Prenos western 
Prenos western je metoda s katero lahko ločimo in identificiramo specifične proteine iz 
kompleksne zmesi ter nam da tako kvalitativne kot tudi kvantitatvne podatke o njih. Sestoji 
se iz treh zaporednih faz: separacije proteinov na podlagi velikosti v zamreženem gelu, 
prenosa na membrano in detekcije proteinov s pomočjo označevanja s protitelesi. V prvem 
koraku se proteini ločijo na podlagi fizikalnih lastnosti, kot sta velikost in naboj s pomočjo 
gelske elektroforeze. Gre za tehniko pri kateri se nabite molekule pod vplivom električne 
napetosti pomikajo skozi gel.  Poznanih je več oblik t.i. poliakrilamidne gelske 
elektoforeze, ki nam dajo različne informacije o tarčnih proteinih. Ena izmed njih je SDS-
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PAGE (poliakrilamidna gelska elektoforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata), pri 
kateri vezava ionskega detergenta SDS na proteine povzroči, da se le-ti nabijejo močno 
negativno in se ločijo samo glede na maso pri potovanju proti pozitivni anodi. Sledi prenos 
proteinov iz gela na membrano s pomočjo elektroforetskega prenosa. Tudi tu imamo na 
izbiro različne sisteme: suhi prenos, semi-suhi ali moker prenos. Pri slednjem se gel s 
proteini postavi v neposreden stik z nitrocelulozno ali katero drugo ustrezno membrano in 
obda s filter papirji. Vse skupaj je obdano še z dvema poroznima blazinicama (olajša 
prenos), postavljeno med elektrodi ter potopljeno v prevodno raztopino (Slika 14). Nato se 
priklopi električno napajanje in proteini pričnejo potovati v smeri od katode proti anodi, tj. 
iz poliakrilamidnega gela na membrano, na katero se vežejo z močnimi nekovalentnimi 
vezmi. Končen rezultat je prenos vzorca proteinov iz prvotnega gela na membrano.  
 
Slika 14: Shema elektroforetskega prenosa (prirejeno po (47)). 
Po prenosu moramo na membrani blokirati mesta kamor se proteini niso vezali in tako 
preprečiti nespecifično vezavo  protiteles v prihodnjih korakih. V ta namen membrano 
stresamo v 3 % raztopini BSA ali 5 % mleka v prahu v 1 x TTBS. Uporabljene reagente je 
potrebno pred in med vezavo protiteles spirati z membran, npr. v Tris glicin pufru z 
dodanim detergentom Tween® 20, da povečamo občutljivost in zmanjšamo morebitno 
ozadje, ki bi motilo našo detekcijo. Blokirano membrano stresamo v raztopini primarnih 
protiteles, ki zaznajo specifični protein oz. epitop proteina. Direktna detekcija pri prenosu 
western včasih ni možna, zato je potrebno membrano stresati še v raztopini sekundarnih 
protiteles konjugiranih z radioizotopi, fluorofori ali encimi. Sekundarna protitelesa 
izbiramo bodisi glede na vrsto živali v kateri so bila gojena primarna protitelesa, bodisi 
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glede na oznako povezano s primarnimi protitelesi (npr. histidin, biotin, ...). Raztopine 
protiteles pripravljamo v blokirnem pufru, z dodanim pufrom za spiranje, da še dodatno 
zmanjšamo moteče ozadje. Rezultat prenosa western je tako membrana s proteini, na 
katere so specifično vezana primarna protitelesa, nanje pa še z encimom konjugirana 
sekundarna protitelesa. Ob dodatku ustreznega substrata poteče reakcija med encimom, 
vezanim na sekundarno protitelo, in substratom, kar se odraža v obliki signala, ki ga 
detektiramo s pomočjo kemiluminiscence v primeru dodatka kemiluminiscenčnega 
substrata (Slika 15). Za vsak posamezen zaznan protein vidimo svoj pas (liso) na 
membrani, intenziteta le-tega pa korelira s količino prisotnega proteina. S pomočjo 
digitalnega slikanja in uporabe standarda, npr. β-aktina dobimo pri prenosu western ne le 
kvalitativnih, temveč tudi semi-kvantitativne podatke (48,49). 
 
Slika 15: Shema indirektne kemiluminiscence (prirejeno po (50)). 
Pri naših poskusih smo celice SH-SY5Y nasadili na plošče s 6-vdolbinicami v 
koncentraciji pribl. 7,5 x 105 celic/mL in jih tretirali s spojinami OSMI-1, TG, DMSO (kot 
kontrola) ter različnimi koncentracijami glukoze. V treh časovnih točkah: 24 h, 48 h in 72 
h smo odvzeli in pripravili vzorce kot je opisano v podpoglavju »Izolacija in določanje 
koncentracije proteinov«. Nato smo pripravili poliakrilamidne gele za izvedbo prvega 
koraka prenosa western – gelsko elektroforezo. Sestavili smo kaseto s stekelci in 
namočenimi gobicami v visoko prečiščeni vodi ter jo vpeli v kadičko za vlivanje gela. 
Najprej smo pripravili separacijski gel, sestavine smo dodajali zaporedno, razen APS in 
TEMED, ki smo ju dodali tik pred vlivanjem zaradi hitre polimerizacije. Po dodanih vseh 
sestavinah smo gel v centrifugirki premešali s serološko pipeto in vlili v kaseto do nivoja 
vratc. Na površino smo dodali izopropanol, da smo izravnali linijo in preprečili neposreden 
stik z zrakom, ki bi preprečil polimerizacijo ter počakali da se je gel strdil.  Nato smo 
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izopropanol odlili ter 3 x sprali z visoko prečiščeno vodo. Zatem smo pripravili še 
koncentracijski gel in ga vlili nad separacijski, do vrhnjega roba. Takoj smo vstavili 
glavničke debeline 1,5 mm in počakali, da se je gel strdil. Sledila je odstranitev  
glavničkov in spiranje odprtin z visoko prečiščeno vodo. Gele smo vzeli iz kasete in jih 
vstavili v kadičko za elektroforezo (SDS-PAGE) tako, da so bili žepki obrnjeni na notranjo 
stran. V sredino kadičke smo vlili pufer TRIS-Glicin (redčenje 5 x pufra TRIS-Glicin, 1:5), 
do višine 3 cm na zunanjem delu. Sledil je nanos vzorcev. V prvo odprtino smo nanesli 
4µL označevalca velikosti, v ostale pa 20µL vsakega vzorca. Kadičko smo priključili na 
elektrode, nastavili čas 90 min, 120V in jo zagnali. Počakali smo, da je frontna linija 
barvila prišla do konca gela in elektroforezo ustavili. Po koncu smo kadičko razdrli, 
odstranili krovna stekelca, odrezali koncentracijski gel s plastično lopatko in ga zavrgli, 
separacijski gel pa položili na nitrocelulozno membrano. Po navodilih za izvedbo mokrega 
prenosa, smo gel z membrano obdali s filter papirji in poroznima blazinicama ter postavili 
med dve elektrodi, v raztopino pufra za prenos. Kadičko smo priključili na električno 
napetost 100V za 1 uro. Po zaključenem prenosu smo membrano s prenesenimi proteini 
obrezali in sprali v 1 x TTBS, nato pa blokirali nespecifična vezavna mesta v 3 % BSA v 1 
x TTBS, 1 uro. Brez vmesnega spiranja smo membrane prenesli v raztopino primarnih 
protiteles v 3 % BSA ter pustili čez noč na hladnem. Drugi dan smo spirali 3 x 5 min v 1 x 
TTBS in pripravili sekundarna protitelesa v 5 % mleku v 1 x TTBS. Membrane smo pustili 
stresati 1 uro na mešalniku pri sobni temperaturi v raztopini sekundarnih protiteles, jih 
sprali in nanje nanesli substrat. Pri reakciji med encimom HRP in substratom je na mestih s 
preiskovanimi proteini prišlo do sproščanja svetlobe, ki smo jo zaznali na napravi Uvitec. 
Sledilo je spiranje membrane v 1 x TTBS in stresanje v pufru, ki odstranjuje vezana 
protitelesa 45 min pri 60 °C. Nato smo membrane sprali 3 x po 15 min v 1 x TTBS in jih 
tako pripravili za označevanje z drugimi protitelesi. Za detekcijo N-acetilglukozaminilacije 
smo uporabili primarna protitelesa proti O-GlcNAc (1:1000) in sekundarna proti-mišja-
HRP protitelesa (1:10000). Za detekcijo encima OGT smo uporabili primarna protitelesa 
proti OGT (1:1000) in sekundarna proti-kunčja-HRP protitelesa (1:10000), za OGA pa 
primarna protitelesa proti OGA (1:1000) in sekundarna proti-kunčja-HRP protitelesa 
(1:10000). β-aktin pa smo detektirali s pomočjo primarnih protiteles proti β-aktin-u 
(1:6000) ter sekundarnih proti-mišjih-HRP protiteles (1:10000). Podatke prenosa smo 
obdelali tudi kvantitativno s pomočjo programske opreme Uvitec NineAlliance. 
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3.2.10 Konfokalna fluorescenčna 
mikroskopija  
Fluorescenčna mikroskopija je tehnika, ki 
s pomočjo mikroskopa omogoča 
identifikacijo in vizualizacijo celic, 
celičnih komponent ter proteinov. Izvor 
svetlobe emitira ekscitirajočo svetlobo 
kratke valovne dolžine – modro ali UV 
svetlobo, skozi ekscitacijski filter. Ta 
prepušča samo svetlobo valovnih dolžin, 
ki vzbudijo fluorofor. Na poti skozi filter 
se svetloba odbije od polprepustnega zrcala skozi objektivno lečo na vzorec, ki nato sam 
emitira svetlobo daljše valovne dolžine. V vzorcu se namreč nahajajo fluorofori, to so 
molekule, ki absorbirajo emitirano svetlobo, pri čemer elektroni preidejo iz nižjega 
energijskega stanja v višje – vzbujeno stanje. Pri prehodu nazaj v prvotno stanje pa pride 
do emisije svetlobe daljše valovne dolžine, ki jo vidimo kot fluorescenco. Nekaj emitirane 
svetlobe iz vzorca se zbere v objektni leči, prenese skozi polprepustno zrcalo in emisijski 
filter. Slednji absorbira ekscitirano in prepušča le emitirano svetlobo, kar se na kameri 
odraža kot svetla slika na temnem ozadju. Poznanih je več različnih načinov fluorescenčne 
mikroskopije (51,52). Posebnost konfokalnega mikroskopa je v tem, da  izvor svetlobe ne 
osvetljuje celotnega vzorca hkrati, temveč po točkah v določeni optični ravnini, kar 
izboljša kontrast slike. To omogočata dve zaslonki z majhnima odprtinama, ki sta 
nameščeni ena nad izvorom svetlobe, druga pa pred detektorjem (Slika 16). Prva omogoča 
osvetlitev vzorca v eni točki, druga pa vstop fluorescence le določene površine v detektor 
(53).  
Za poskus z uporabo fluorescenčne mikroskopije, smo celice pripravili, kot je opisano v 
podpoglavju »Priprava celic za izvedbo poskusov«. Nato smo jih nasadili na vsebnik v 
koncentraciji 1,5 – 1,75 x 105 celic/mL. Inkubirali smo jih čez noč, da so se celice pritrdile 
na podlago in jim naslednji dan zamenjali medij z dodanimi spojinami. Celice smo 
izpostavili spojinam za 24 h in jih naslednji dan fiksirali s 4 % formaldehidom v PBS-u 30 
min, pri sobni temperaturi. Nato smo vdolbinice spirali 3 x s 100 µL PBS-a. Naslednji 
korak je bila 3-minutna permeabilizacija celic z detergentom Tween® 20 v koncentraciji 
0,25 %, ki je pri fiksaciji z aldehidi nujno potreben korak za nadaljnje označevanje 
Slika 16: Shema konfokalnega fluorescenčnega  
mikroskopa (prirejeno po (53)). 
32 
 
znotrajceličnih proteinov s protitelesi. Sledilo je 3 x 5 min spiranja z 1 x PBS, da smo 
odstranili reagent ter zaustavili reakcijo. Po spiranju smo blokirali mesta, ki so ostala 
nevezana, da bi preprečili nespecifične vezave ob dodatku protiteles. V ta namen smo 
celicam dodali 3 % raztopino BSA v 1 x PBS za 60 min, pri sobni temperaturi. Brez 
vmesnega spiranja smo celice tretirali s kunčjimi primarnimi protitelesi proti OGT, v 3 % 
raztopini BSA v 1 x PBS (1:200) in jih pustili čez noč pri 4°C. Naslednji dan smo 
vdolbinice sprali s PBS-om (3 x 10 min) in jih tretirali s kozjimi proti-kunčjimi 
sekundarnimi protitelesi, označenimi z Alexa fluor 488, v 0,2 % raztopini BSA v PBS 
(1:500), 45 min pri sobni temperaturi. Ponovno smo spirali s PBS-om (3 x 10 min) in 
dodali barvilo DAPI (diamidino-2-fenilindol) ter posneli fluorescenco na konfokalnem 
mikroskopu. S pomočjo tehnike indirektne fluorescence pri kateri identificiramo signal, ki 
ga oddajajo s fluoroforom označena sekundarna protitelesa (Slika 17), smo posneli signal 
encima OGT. S pomočjo barvila DAPI, ki se selektivno veže v mali žleb DNA pa smo 
identificirali jedro (54).  
 
Slika 17:Shema direktne in indirektne imunofluorescence (prirejeno po (54)). 
3.2.11 Analiza proliferacije celic s pomočjo CFSE barvanja 
Karboksifluorescein sukcinidimil ester (ang. carboxyfluorescein succinidimyl ester – 
CFSE) je fluorescenčno barvilo, ki se uporablja za analizo proliferacije celic. V obliki 
diacetilirane molekule (CFDA) ga celice preko difuzije skozi membrano privzamejo v 
notranjost, tam pa ga celične esteraze pretvorijo v CFSE (55). Nastala molekula je manj 
permeabilna, kovalentno se veže na aminske skupine proteinov in posledično se zadrži v 
znotrajceličnem prostoru (56). Med delitvijo celic, hčerinske celice dobijo približno 
polovico s CFSE označenih molekul, posledično oddajajo nižjo fluorescenco (Slika 18). S 
pomočjo analize fluorescence s pretočnim citometrom je tako omogočena detekcija števila 




Slika 18: Prikaz delitve celic s CFSE barvilom. 
Pri deljenju se zmanjšuje količina barvila, vsaka naslednja generacija ga vsebuje pribl. polovico manj 
(prirejeno po (55)). 
Za analizo proliferacije smo celice najprej pripravili po postopku opisanem v podpoglavju 
»Priprava celic za izvedbo poskusov«. Nato smo suspenzijo celic prenesli v centrifugirko, 
prešteli in preračunali število celic potrebnih za poskus. Odpipetirali smo približno 4 
milijone celic in 5 min centrifugirali pri 1400 rpm in 21 °C. V vmesnem času smo si 
pripravili 2 mL 5 µM raztopine barvila CFSE v PBS-u. Po centrifugiranju smo supernatant 
odlili, celice pa ponovno suspendirali s 5 µM CFSE in jih inkubirali 10 min. Nato smo 
celice centrifugirali pri 1400 rpm, 5 min, 21 °C, ponovno suspendirali v 15 mL PBS-a in 
centrifugirali. Celično usedlino smo suspendirali še v 15 mL medija, centrifugirali in 
ponovno suspendirali v količini medija, da smo dobili želeno koncentracijo celic. 
Označene celice smo nasadili na ploščo z 12-vdolbinicami v koncentraciji 1,75 x 105 
celic/mL in jih inkubirali čez noč, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan smo jim 
dodali spojine OSMI-1 25 µM, TMG 25 µM in 0,25 % DMSO kot kontrolo ter vzorce 
ponovno inkubirali. Vzorčili smo v časovnih točkah 24, 48 in 72 h. Za analizo s pretočnim 
citometrom smo celice pripravili tako, da smo iz vsake vdolbinice najprej odpipetirali 
medij z nepritrjenimi celicami in jih prenesli v vsebnik. Zatem smo adherirane celice sprali 
s PBS-om, odlepili s pomočjo tripsina in jih prenesli v isti vsebnik, centrifugirali ter 
celično usedlino ponovno suspendirali v 200 µL PBS. Vzorce smo homogenizirali s 
pomočjo stresalnika in pričeli z merjenjem na pretočnem citometru. 
3.2.12 Analiza celičnega cikla 
Celični cikel lahko analiziramo s pomočjo kvantifikacije DNA na pretočnem citometru. 
Določena barvila, se vežejo na DNA in pri tem fluorescirajo. Vežejo se v stehiometričnem 
razmerju, kar pomeni, da je količina vezanega barvila proporcionalna količini DNA v 
celici. Primer je propidijev jodid (PI), ki se interkelira med bazne pare dvojne vijačnice 
(57). Pretočni citometer tako šteje celice in jih glede na fluorescenco, ki sovpada s količino 
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DNA razdeli v različne faze celičnega cikla. Celice v fazi G0 oz. G1 vsebujejo diploidne 
kromosome in torej normalno količino DNA. V S fazi pride do podvajanja in količina 
DNA je med normalno in podvojeno. V G2 fazi in tik pred mitozo pa je količina DNA že 
podvojena. Tu je DNA in s tem intenzitete signala več kot na začetku (58). V večini 
primerov je potrebno celice pred dodatkom barvila fiksirati ali permeabilizirati, da lahko 
barvilo vstopi vanje. Žive celice ga namreč črpajo ven in onemogočajo označevanje. 
Fiksacijo lahko izvedemo z alkoholom, ki celice fiksira preko dehidracije in jih hkrati 
permeabilizira (57). 
Po predhodni pripravi, smo celice nasadili na ploščo z 12-vdolbinicami v koncentraciji 
1,75 x 105 celic/mL in jih inkubirali čez noč, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan 
smo jim dodali spojine ter inkubirali 72 h. Nato smo iz vsake vdolbinice najprej 
odpipetirali medij z nepritrjenimi celicami in ga prenesli v nov vsebnik. Zatem smo 
adherirane celice sprali s PBS-om, odlepili s pomočjo tripsina in suspenzijo pridružili 
mediju z nepritrjenimi celicami. Centrifugirali smo 5 min, pri 1800 rpm, odstranili 
supernatant in sprali z 1 mL PBS-a. Ponovno smo centrifugirali 5 min, pri 1800 rpm, 
odstranili supernatant ter celice ponovno suspendirali v 200 µL PBS-a. Dodali smo 1 mL 
hladnega absolutnega etanola (0°C) in dobro premešali. Vzorce smo postavili na -20°C za 
30 min, potem pa centrifugirali 5 min, pri 2300 rpm in odstranili supernatant. Usedlino 
celic smo ponovno suspendirali v 1 mL PBS in pustili rehidrirati 30 min. Ponovno smo 
centrifugirali 5 min, pri 2300 rpm in si v vmesnem času pripravili PI/RNazni pufer. V 1,5 
mL pufra za označevanje smo dodali 3 µL propidijevega jodida (barvilo) ter 1,5 µL RNaze 
(da bi preprečili sočasno barvanje RNA). Nato smo supernatant odlili, celice pa ponovno 
suspendirali v 500 µL PI/RNaznega pufra. Vzorce smo inkubirali 15 min, pri sobni 









4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
N-acetilglukozaminilacija je posttranslacijska modifikacija mnogih proteinov, prisotna v 
celicah živali, pa tudi v nekaterih enostavnejših evkariontih ter prokariontih (1). Predhodne 
študije pričajo o vpetosti N-acetilglukozaminilacije v mnoge signalne poti, celične 
funkcije, o interakciji s fosforilacijo in celo o vpletenosti v etiologijo številnih kroničnih 
bolezni (4). Ugotovljeno je bilo, da jo uravnavata dva encima, OGT in OGA, njuna 
modulacija pa bi bila lahko tarča zdravljenja različnih bolezni (6). 
Po pregledani literaturi in ugotovitvi, da sta OGT in OGA v največji meri izražena v 
možganih (poleg imunskih celic in celic trebušne slinavke) ter domnevam, da naj bi bila N-
acetilglukozaminilacija vpletena v nevrodegenerativna obolenja, smo se odločili za 
preučevanje tega zapletenega procesa na celicah SH-SY5Y (10). Gre za nevroblastomsko 
celično linijo, ki predstavlja dober model za študije nevrologije oz. nevroloških bolezni 
(31). Do sedaj je bilo na omenjeni celični liniji v povezavi z N-acetilglukozaminilacijo 
izvedenih malo raziskav. Predvsem so bile to študije o Alzheimerjevi in Parkinsonovi 
bolezni ter možnih novih tarčah zdravljenja. Zato smo se odločili raziskati vpliv 
modulatorjev N-acetilglukozaminilacije z vidika vpliva na proliferacijo celic SH-SY5Y. S 
tem smo naslovili morebitno vpletenost N-acetilglukozaminilacije v patologijo 
nevroblastomov ali drugih nevronskih obolenj ter želeli nakazati na morebitni potencial teh 
encimov kot tarč zdravilnih učinkovin. 
V sklopu dela smo se odločili za uporabo zaviralcev OGT (OSMI-1) in OGA (TMG) kot 
molekularnih orodij za dokazovanje vpetosti teh encimov v delovanju celične linije SH-
SY5Y. 
4.1 Spojina OSMI-1 vpliva na metabolno aktivnost celic SH-SY5Y 
Z namenom, da bi dokazali vpliv zaviralcev OSMI-1 in TMG na metabolno aktivnost 
celične linije SH-SY5Y, smo izvedli test z reagentom MTS. Testirali smo celice SH-SY5Y 
(celice nevroblastoma) ter celični liniji K562 (celice kronične mieloične levkemije) in 
MEC-1 (kronična B limfocitna levkemija). Slednji smo uporabili, da smo lahko primerjali 
rezultate celic SH-SY5Y z že znanimi rezultati. Za celični liniji K562 in MEC-1 je bilo 
namreč že znano, da OSMI-1 in TMG vplivata na metabolno aktivnost celic. Za izvedbo 




Kot je razvidno iz grafa na sliki 19, je imela spojina OSMI-1 najbolj izrazit učinek na 
celično linijo K562. Tu se je metabolna aktivnost pri najvišji koncentraciji (t.j. 50 µM) 
zmanjšala za kar 53 %, pri najnižji koncentraciji (12,5 µM) pa za 16 %. Rahlo nižje, a 
primerljive učinke je bilo možno opaziti tudi pri celični liniji SH-SY5Y in MEC-1. Pri 
vseh celičnih linijah je razvidno, da  je učinek spojine OSMI-1 na metabolno aktivnost 
koncentracijsko odvisen. Naši rezultati na celičnih linijah K562 in MEC-1 se tako skladajo 
z že znanimi rezultati. Medtem pa pod uporabljenimi eksperimentalnimi pogoji nismo 
opazili nobenih zaviralnih učinkov TMG na metabolno aktivnost. Glede na rezultate je bila 
metabolna aktivnost celic celo rahlo povišana, a so bile razlike statistično nesignifikantne. 
 
Slika 19: Rezultati testa  MTS. 
S spojinama OSMI-1 (12.5, 25, 50 µM)  in TMG (25, 50 µM) smo tretirali celične linije SH-SY5Y, K562, 
MEC-1. Podatki so prikazani kot povprečni odstotki metabolne aktivnosti dveh bioloških ponovitev glede na 
kontrolo po 72 h  ± SD. 
MTS testa nismo izvajali pri nižjih koncentracijah zaviralcev, ker so predhodni testi 
pokazali, da le-te koncentracije nimajo vpliva na metabolno aktivnost. Prav tako pa ne pri 
višjih, ker je OSMI-1 slabo topen, TMG pa je že na splošno uporabljen v visokih 
koncentracijah in bi tako lahko povišali možnost izven-tarčnega delovanja na druge 
proteine.  
4.2 Spojina OSMI-1 zniža živost celic SH-SY5Y 
V nadaljevanju nas je zanimalo ali spojini OSMI-1 in TMG vplivata le na metabolno 
aktivnost celic SH-SY5Y, ali morebiti vplivata tudi na njihovo živost. Na podlagi tega smo 
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se namreč odločili za izbor primerne koncentracije zaviralcev za uporabo v sledečih 
poskusih. Celice smo 72 h izpostavili različnim koncentracijam OSMI-1 ali TMG in jim 
nato določili živost na pretočnem citometru.  
Kot lahko vidimo iz grafa na sliki 20, je bil najmanjši delež živih celic SH-SY5Y pri 
dodatku 50 µM raztopine spojine OSMI-1. Pri dodatku 0,5 % DMSO, ki je služil kot 
kontrola, je bil namreč delež živih celic v povprečju 98 %, pri koncentraciji 50 µM OSMI-
1 pa le 66 %. Z nižanjem koncentracije OSMI-1, se je delež živih celic zviševal. Pri 
koncentraciji 25 µM je bilo živih 81 % celic, pri 12,5 µM pa 95 %. Pri dodatku spojine 
TMG (25 µM ali 50 µM) je bila živost celic v območju vrednosti kontrole. 
 
Slika 20: Viabilnost celične linije SH-SY5Y. 
Celice smo tretirali s spojino OSMI-1 (12.5, 25 in 50 µM) in s spojino TMG (25 in 50 µM). Za kontrolo smo 
uporabili celice z dodanim DMSO (0,5 %). Podatki so prikazani kot povprečni odstotki živih celic dveh 
bioloških ponovitev  ± SD. 
Glede na pridobljene rezultate lahko zaključimo, da zaviralec OSMI-1 ni vplival le na 
metabolno aktivnost celic SH-SY5Y, temveč tudi na njihovo živost, vendar v manjši meri. 
Podobno so odkrili Ortiz-Meoz in sodelavci v študiji na celicah ovarijev kitajskega hrčka 
(CHO), kjer je 50 µM OSMI-1 že po 24 h znižal živost celic za kar 50 %. Razlog za to pa 
naj ne bi bila nujno posledica zaviranja OGT, ampak domnevajo da so prisotni tudi izven-
tarčni učinki OSMI-1. Z zamenjavo AK (fenilalanin namesto 2-metoksifenilglicina) so 
namreč pridobili strukturno podobno spojino PG34, ki je povzročila podoben upad živosti, 
vendar pa do učinka zaviranja OGT in zmanjšanja N-acetilglukozaminilacije kot pri 
OSMI-1 ni prišlo (20). Vpliv spojine na živost celic, ki je bil predhodno dokazan na CHO 
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celicah, smo tako mi dokazali na celični liniji SH-SY5Y. Zaviralec TMG v primerjavi s 
kontrolo ni imel učinka na živost celic SH-SY5Y. Glede na pridobljene rezultate vpliva 
OSMI-1 in TMG na metabolno aktivnost ter živost celične linije SH-SY5Y smo se za 
sledeče poizkuse odločili uporabljati 20 µM oz. 25 µM koncentracijo teh zaviralcev. Pri 
omenjeni koncentraciji namreč OSMI-1 še vpliva na metabolno aktivnost, vendar ima 
minimalni učinek na živost celic, medtem ko TMG pri uporabljenih koncentracijah tako ali 
tako ni imel vpliva na nobeno izmed opisanih lastnosti. 
4.3 OSMI-1 in TMG ne vplivata na proliferacijo ali celični cikel celične 
linije SH-SY5Y 
V predhodni analizi, smo opazili vpliv spojin OSMI-1 in TMG na metabolno aktivnost 
celic SH-SY5Y, zato smo se odločili preveriti še morebitni vpliv omenjenih spojin na 
proliferacijo celic SH-SY5Y. S tem namenom smo celice za 24, 48 in 72 h izpostavili 
spojinama OSMI-1 (25 µM) ali TMG (25 µM) ter nato opravili analizo proliferacije na 
pretočnem citometru.   
Na sliki 21A je razviden trend proliferacije celic SH-SY5Y kontrolnega vzorca. Primerjava 
celic izpostavljenih zaviralcu encima OGT in kontrolnih celic pokaže, da prihaja do 
rahlega zamika proliferacijskih krivulj v desno v vseh časovnih točkah, če celice 
izpostavimo OSMI-1. Največji vpliv zaviralca encima OGT se je pokazal v časovni točki 
72 h, kjer je bil odstotek mediane porazdelitve celic za 16 % večji od kontrole. Razlike 
sicer niso statistično značilne (p > 0,05), vendar pa je bil trend zaviranja proliferacije 
OSMI-1 opazen v vseh treh časovnih točkah. Pri delitvi se namreč količina barvila CFSE v 
celicah skozi generacije manjša kar se na grafu odraža kot padajoča krivulja z vrhom v levi 
smeri (slika 21A). Pri dodatku OSMI-1 pa je bil graf pomaknjen v desno, v smer večje 
količine barvila CFSE, torej je bilo delitev manj (slika 21B). V prid naši ugotovitvi govori 
študija izvedena na humani celični liniji raka materničnega vratu (SiHa), kjer so Jaskiewicz 
in sodelavci opazovali vpliv zaviralca OSMI-1 na proliferacijo omenjenih celic. Celice so 
izpostavili OSMI-1 in jih vzorčili 7 dni na vsakih 24 h. V primerjavi s kontrolo se je 
zmanjšalo celokupno število generacij in hitrost delitve pri vseh treh med seboj neodvisnih 




Slika 21: Proliferacija celic SH-SY5Y v prisotnosti OSMI-1 ali TMG. 
Celice smo izpostavili spojinama OSMI-1 (25 µM) ali TMG (25 µM), DMSO (0,25 %). Označili smo jih z 
raztopino barvila CFSE  in vzorčili v 24, 48 in 72h. (A) grafi intenzitet CFSE signalov za kontrolni vzorec pri 
24, 48, 72 h; (B) grafi intenzitet CFSE signalov, primerjava med kontrolnimi vzorci DMSO in OSMI-1 za 48 
in 72 h, (C) grafi intenzitet CFSE signalov, primerjava med kontrolnimi vzorci DMSO in TMG  za 48 in 72 h. 
 
Pri dodatku zaviralca encima OGA, je bil odstotek mediane po 72 h za 5 % nižji od 
kontrole, graf se je minimalno zamaknil v levo (slika 21C). Iz pridobljenih podatkov bi 
lahko sklepali, da je TMG minimalno spodbudil delitev celic SH-SY5Y, vendar smo zaradi 
premajhnih razlik trend spodbujanja proliferacije težko potrdili. Podatki iz literature sicer 
kažejo na to, da TMG vodi v povečano proliferacijo. Rao in sodelavci so s poskusom na 
celični liniji HEK-293T namreč razložili mehanizem, preko katerega povečana N-
acetilglukozaminilacija privede do povečane proliferacije celic. Celice so izpostavili 
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hipoksičnim pogojem in s tem povzročili N-acetilglukozaminilacijo encima G6PD, ki 
nadzira hitrost pretoka skozi pentozno fosfatno pot (PPP). Ta ima ključno vlogo pri 
biosintezi makromolekul (DNA, RNA) in vzdrževanju redoks ravnotežja v hitro delečih se 
celicah. N-acetilglukozaminilacija encima poveča njegovo aktivnost in s tem pretok 
glukoze skozi PPP. Posledično se zviša razpoložljivost prekurzorjev za sintezo 
nukleotidov, lipidov in proliferacija je spodbujena (60). Na podlagi rezultatov analize 
proliferacije našo hipotezo, da OSMI-1 in TMG preko modulacije N-
acetilglukozaminilacije vplivata na proliferacijo celic SH-SY5Y ne moremo potrdit, saj ni 
prišlo do statistično značilnih razlik. 
Kljub temu, da nam učinka selektivnih zaviralcev OSMI-1 in TMG na proliferacijo celic 
SH-SY5Y ni uspelo dokazati, smo želeli preverili ali imata vpliv na celični cikel. V ta 
namen smo celicam dodali spojini OSMI-1 (25, 50 µM) ali TMG (25, 50 µM) in jih 
analizirali po 72 h.  
Po obdelavi podatkov smo pridobili informacije o številu celic, ki se nahajajo v 
posameznih fazah celičnega cikla in so podane na grafu na sliki 22.  
 
Slika 22: Delež celic v posameznih fazah celičnega cikla. 
Celice smo tretirali s spojinami OSMI-1 (25, 50 µM), TMG (25, 50 µM) in DMSO (0,5%). Podatki so 
prikazani kot povprečni odstotek živih celic enega poskusa.. 
   
V primerjavi s kontrolo ni bilo opaziti razlik v celičnem ciklu med vzorci tretiranimi z 
zaviralcem OSMI-1 in tistimi s TMG.  
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Da zaviralec TMG nima vpliva na celični cikel, priča študija izvedena na humani celični 
liniji raka dojk MCF7, kjer so Drougat in sodelavci opazovali stopnjo N-
acetilglukozaminiliranih proteinov skozi posamezne faze celičnega cikla. Ugotovili so, da 
stopnja N-acetilglukozaminilacije variira skozi faze in predvidevali, da je povezana z 
aktivnostjo encimov. Pri prehodu iz faze G1 v fazo S je bila aktivnost encima OGA 30 % 
zvišana, zato so domnevali, da bi zaviranje OGA lahko privedlo do oslabljenega prehoda v 
S fazo. Pri dodatku zaviralca TMG se je aktivnost OGA sicer zmanjšala za 60 % in N-
acetilglukozaminilacija povečala za dva-krat, vendar pa učinka na celični cikel ni bilo 
opaziti (61). Prav tako so do ugotovitve, da TMG ne vpliva na cikel, prišli Queiroz in 
sodelavci. Analizirali so celični cikel rakavih celic, ki so jih izpostavili spojini TMG, nato 
pa še kemoterapevtiku cisplatinu ter primerjali s ciklom celic izpostavljenim spojini TMG 
brez cisplatina. Ugotovili so, da je TMG v kombinaciji s cisplatinom ustavil celični cikel v 
fazi G2/M, TMG sam, pa ni imel vpliva na cikel (2). V študiji izvedeni na humani celični 
liniji raka materničnega vratu (SiHa), so Jaskiewicz in sodelavci opazovali vpliv OSMI-1 
na celično proliferacijo in celični cikel. Kljub temu, da je imela zmanjšana N-
acetilglukozaminilacija vpliv na zmanjšano proliferacijo SiHa celic, pa se vpliv na 
parametre celičnega cikla ni pokazal. To nakazuje, da oslabljena proliferacija SiHa celic ni 
bila posledica spremenjenega cikla, temveč nekega drugega mehanizma (59). Glede na to, 
da so Jiang in sodelavci dokazali vpliv TMG na cikel na rakavih celicah želodca (SGC 
7901), kjer je zvišana N-acetilglukozaminilacija vodila do povečanega deleža celic v S in 
G2/M fazah (62), izgleda, da se učinek na cikel med posameznimi celičnimi linijami 
razlikuje. V naši raziskavi namreč tako kot pri prej omenjenih študijah učinka zaviralcev 
na celicah SH-SY5Y nismo zaznali. 
4.4 Koncentracija glukoze v celičnem mediju in zaviralec encima OGT 
vplivata tako na proces  N-acetilglukozaminilacije kot tudi na 
izražanje encima OGT in OGA  
Učinek spojine OSMI-1 na proliferacijo in celični cikel celic SH-SY5Y se sicer ni pokazal, 
vendar smo želeli v nadaljevanju vseeno preveriti še vpliv na stopnjo N-
acetilglukozaminilacije in izražanje encimov v omenjeni celični liniji. Prav tako smo želeli 
preveriti vpliv vsebnosti glukoze v mediju kot potencialnem modulatorju N-
acetilglukozaminilacije. Predvidevali smo, da selektivni zaviralec encima OGT, OSMI-1, 
in vsebnost glukoze v mediju vplivata na stopnjo N-acetilglukozaminilacije proteinov ter 
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na izražanje encimov OGT in OGA v celicah SH-SY5Y. V ta namen smo celice izpostavili 
spojini OSMI-1 (20 µM) za 24, 48 ter 72 h. Ta poizkus smo izvedli tako v mediju z visoko 
vsebnostjo glukoze (4500 mg/L) kot tudi v mediju z nizko vsebnostjo glukoze (1000 
mg/L).  
Kot lahko vidimo na sliki 23, je prišlo pod vplivom spojine OSMI-1 do določenih 
sprememb v N-acetilglukozaminilaciji. Med seboj smo primerjali vzorce tretirane s spojino 
OSMI-1 in kontrolne vzorce v mediju z visoko vsebnostjo glukoze ter posebej še v mediju 
z nizko vsebnostjo glukoze. V obeh paralelah smo videli, da se je v časovni točki 24 h 
količina N-acetilglukozaminilacije v primerjavi s kontrolo zmanjšala. V naslednjih dveh 
časovnih točkah, t.j. 48 in 72 h, pa je prišlo do rahlega zvišanja. Še vedno pa je bila 
količina N-acetilglukozaminilacije nižja kot pri kontrolnih vzorcih. Če med seboj 
primerjamo le kontroli, z različnima koncentracijama glukoze v mediju, lahko vidimo da je 
pri nižji koncentraciji glukoze tudi N-acetilglukozaminilacije manj. Opazili smo tudi, da se 
skozi čas  N-acetilglukozaminilacija pri višji vsebnosti glukoze le malo spreminja, pri nižji 
vsebnosti pa narašča.  
V primerjavi s kontrolo se je izražanje encima OGT pod vplivom spojine OSMI-1 
povečalo v obeh medijih (slika 23C). Pri vseh treh bioloških ponovitvah je bil opazen trend 
naraščanja izražanja v 24 h točki, pri 48 h je bil dosežen plato, nato pa se je v časovni točki 
72 h izražanje malenkost zmanjšalo. Izražanje encima OGA se je pri tretiranju z OSMI-1 
skozi čas rahlo zmanjšalo v obeh eksperimentalnih izvedbah (slika 23D). V mediju z nizko 
vsebnostjo glukoze, je bilo encima OGA manj kot v mediju z višjo vsebnostjo. Pri 
kontrolah ni bilo zaznati trenda naraščanja ali padanja skozi čas glede na izražanje v 
različnih časovnih točkah. 
Spojina OSMI-1 zavira aktivnost encima OGT, kar se odraža v zmanjšani N-
acetilglukozaminilaciji, ki se pojavi kmalu po dodatku zaviralca (63). Skladno z navedki iz 
literature o poskusih na drugih celičnih linijah, smo tudi na celicah SH-SY5Y opazili vpliv 
molekule OSMI-1 v obliki zmanjšanja N-acetilglukozaminilacije. Učinek se je pojavil  v 
prvih 24 h, nato pa je količina N-acetilglukozaminilacije začela naraščati. To bi lahko 
pojasnili z vzdrževanjem ravnotežja v bioloških procesih in vzrok pripisali kompenzatorno 
povečanemu izražanju OGT ter zmanjšanemu izražanju OGA. Kljub temu, da OSMI-1 
zavira aktivnost encima OGT, se izražanje le-tega pričakovano ni zmanjšalo. Kakor so 
predlagali Levine in sodelavci, je najverjetneje prišlo do učinka negativne povratne zanke, 
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kjer se zaradi zaviranja aktivnosti encima to kompenzira s povečanim izražanjem (8). 
Izražanje OGA, se je zmanjšalo, saj zaradi zaviranja N-acetilglukozaminilacije proteinov ni 
bilo potrebe po hidrolizi glikozidnih vezi. Celokupno gledano se je ob prvotnem zaviranju 
N-acetilglukozaminilacije izražanje encima OGT časovno odvisno povečevalo, izražanje 
OGA pa zaradi manj nastalih glikozidnih vezi ostajalo enako oz. se je zmanjševalo. 
Posledica je bilo postopno naraščanje N-acetilglukozaminilacije v nadaljnjih 48, 72 h.  
Proces N-acetilglukozaminilacije proteinov je dinamična posttranslacijska modifikacija, ki 
je vpletena v številne signalne poti. Zato je vzdrževanje homeostaze N-
acetilglukozaminilacije pomemben proces, ki ga uravnavata dva encima, OGT in OGA. 
Obseg N-acetilglukozaminilacije proteinov je odvisen od petih glavnih dejavnikov: 
izražanja in aktivnosti OGT, izražanja in aktivnosti OGA, koncentracije UDP-GlcNAc, 
razpoložljivosti proteinskih substratov ter tarčnega delovanja encimov na substrate (1). V 
preteklih študijah so Kreppel in sodelavci ugotovili, da UDP-GlcNAc poveča aktivnost 
OGT encima preko večje razpoložljivosti substrata. Uravnavanje poteka preko vezavnih 
mest  za UDP-GlcNAc, ki se nahajajo na encimu OGT.  Poleg tega so dokazali še, da 
vpliva na specifičnost encima do substrata. Tako lahko OGT pri nižji koncentraciji UDP-
GlcNAc N-acetilglukozaminilira določeno skupino proteinov, pri višji koncentraciji pa 
drugo (64). Zhang in sodelavci, so v raziskavi na rdečih krvnih celicah prediabetičnih 
pacientov odkrili povečano izražanje OGA, ki je korelirala s povečano koncentracijo 
glukoze v krvi. Sklepali so, da naj bi večja količina glukoze spodbudila večji privzem v 
HBP, to pa vodi v povečano aktivnost OGT (65). V prid omenjeni raziskavi govori tudi 
raziskava na celicah raka žolčnih izvodil, kjer so Phoomak in sodelavci pokazali, da je N-
acetilglukozaminilacija v mediju z več glukoze, večja kot v mediju z manj glukoze. 
Dodatno so poročali, da je bilo v mediju z višjo vsebnostjo glukoze pri nekaterih celicah 
opaziti povečano izražanje OGT v primerjavi z medijem z manj glukoze (66). Naši 
rezultati se skladajo s poročanimi rezultati predhodnih študij. Višjo stopnjo N-
acetilglukozaminilacije pri kontrolah in tretiranih vzorcih v mediju z visoko vsebnostjo 
glukoze, lahko torej razložimo z večjo razpoložljivostjo glukoze, ki vstopa v HBP in daje 




Slika 23: Vpliv spojine OSMI-1 in koncentracije glukoze na stopnjo N-acetilglukozaminilacije ter 
izražanje encima OGT in OGA. 
Celice SH-SY5Y smo tretirali s spojino OSMI-1 (20 µM) in vzorčili v časovnih točkah 24 h, 48 h in 72 h. Za 
kontrolo smo vzeli celice z dodanim 0.2 % DMSO. Poizkus je bil izveden v mediju z visoko (4500 mg/L) ali 
nizko (1000 mg/L) vsebnostjo glukoze. Imunofenotipizacija nivoja O-GlcNAc proteinov, encima OGT in 
OGA (A) ter kvantitativna analiza stopnje O-GlcNAcilacije (B), izražanja encima OGT (C), in  OGA (D), ki 





Na podlagi pridobljenih podatkov smo lahko našo hipotezo, da zaviralec OGT, OSMI-1, in 
vsebnost glukoze v mediju vplivata na stopnjo N-acetilglukozaminilacije proteinov ter na 
izražanje encimov OGT, OGA v celicah SH-SY5Y, potrdili. 
4.5 Zaviralec encima OGA spodbuja njegovo povečano izražanje in 
poviša nivo N-acetilglukozaminilacije 
Ne glede na to, da je imel zaviralec OGA minimalen vpliv na metabolno aktivnost in živost 
celic SH-SY5Y, smo želeli preveriti njegov morebitni vpliv na stopnjo N-
acetilglukozaminilacije v omenjeni celični liniji. Za izvedbo poskusa smo celice v mediju z 
visoko ali nizko koncentracijo glukoze izpostavili spojini TMG (20 µM) za 24, 48 in 72 h.  
Pri celicah tretiranih s spojino TMG je prišlo v primerjavi s kontrolama do vidnega 
povečanja N-acetilglukozaminilacije (slika 24). V mediju z višjo vsebnostjo glukoze je N-
acetilglukozaminilacija skozi vse časovne točke naraščala. V mediju z nižjo vsebnostjo 
glukoze pa se je v 24 h točki povečala, nato se je v 48 h rahlo zmanjšala in v 72 h spet 
narastla. Celokupno gledano je bilo pri vzorcih v mediju z dodanim TMG in višjo 
vsebnostjo glukoze več N-acetilglukozaminilacije kot v mediju z dodanim TMG in nižjo 
vsebnostjo glukoze. 
Izražanje OGT je bilo pri tretiranih celicah manjše kot pri kontrolah. V obeh medijih se je 
pri 24 h točki količina encima bistveno zmanjšala, nato se je pri 48 h rahlo povečala in spet 
padla pri 72 h. Tudi pri encimu OGA smo opazili učinek spojine TMG na izražanje. Ta se 
je namreč pri 24 h povečala in s časom še naraščala (slika 24D). Tako kot pri poskusu z 
OSMI-1, je bilo tudi pri TMG opaziti nekoliko večje izražanje encimov v mediju z višjo 
vsebnostjo glukoze, kot pa v mediju z nižjo. 
Predhodne študije poročajo, da je izražanje encimov OGT in OGA povezano s količino N-
acetilglukozaminilacije. Zaviranje aktivnosti OGA vodi do zvišanja N-
acetilglukozaminilacije, to pa povzroči zmanjšanje izražanja OGT in povečanje izražanja 
OGA. Vsakršna dolgotrajna sprememba v homeostazi N-acetilglukozaminilacije namreč 
vodi do sprememb v izražanju OGT in OGA z namenom, da se ravnotežje ponovno 
vzpostavi. Zhang in sodelavci so opazovali ta proces pod vplivom spojine TMG na več 
celičnih linijah. Na celični liniji SH-SY5Y so opazili povečanje N-acetilglukozaminilacije, 
izražanja OGA, izražanje OGT pa je postopoma padalo (65). Enak rezultat na celicah SH-
SY5Y smo dobili tudi sami. Povečano N-acetilglukozaminilacijo pri vzorcih tretiranih s 
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spojino TMG bi lahko razložili z zaviranjem aktivnosti encima OGA. Ta je odgovoren za 
hidrolizo glikozidnih vezi, če pa je njegova aktivnost zavirana, do cepitve ne prihaja. 
Posledično je bilo ohranjene več N-acetilglukozaminilacije. Pri tretiranih vzorcih je prišlo 
do povečanja N-acetilglukozaminilacije, ki je bila najvišja po 72 h. Glede na rezultate 
izražanja OGA in OGT tega v 72 h časovni točki ne bi pričakovali. Izražanje encima OGA 
se je namreč skozi čas povečevalo. Predvidevamo, da je prišlo do učinka negativne 
povratne zanke, kjer pride zaradi zaviranja aktivnosti encima do kompenzacije s 
povečanim izražanjem le-tega (8). Seveda bi pri povečanemu izražanju OGA pričakovali, 
da bo cepitve glikozidnih vezi, vsaj pri 72 h, več in posledično manj N-
acetilglukozaminilacije, kar pa z našimi poizkusi nismo opazili. Dodatno se je zaradi 
zavirane aktivnosti OGA, izražanje OGT encima zmanjšalo, saj pri povečani N-
acetilglukozaminilaciji ni bilo potrebe po OGT. Celokupno gledano bi zmanjšano izražanje 
OGT in višje izražanje OGA moralo voditi do postopnega zmanjševanja N-
acetilglukozaminilacije, do česar pa ni prišlo. Očitno imajo tu določeni mehanizmi 
prednost pred drugimi ali pa so v uravnavanje vpletene še druge poti, kar rezultira v 
povečani N-acetilglukozaminilaciji ne glede na naša predvidevanja. Morda kompenzatorni 
mehanizmi izražanja encimov ne morejo dovolj učinkovito kompenzirati močnega 
zaviranja OGA ali pa je koncentracija TMG tako visoka, da zavira tudi nadizražen encim 
OGA. Vsekakor bi bilo to smiselno še dodatno raziskati. 
Tudi tu smo lahko našo hipotezo, da zaviralec OGA – TMG in vsebnost glukoze v mediju 
vplivata na stopnjo N-acetilglukozaminilacije proteinov ter na izražanje encimov OGT, 






Slika 24: Vpliv spojine TMG na stopnjo  N-acetilglukozaminilacije in izražanje encima OGA ter OGT.  
Celice SH-SY5Y smo tretirali s spojino TMG (20 µM) in vzorčili v časovnih točkah 24 h, 48 h in 72 h. Za 
kontrolo smo vzeli celice z dodanim 0,2 %  DMSO, ki smo jih tretirali ter vzorčili pri poizkusu z OSMI-1. 
Poizkus je bil izveden v mediju z visoko (4500 mg/L) ali nizko vsebnostjo glukoze (1000 mg/L). 
Imunofenotipizacija nivoja O-GlcNAc proteinov, encima OGT in OGA (A) ter kvantitativna analiza stopnje 
O-GlcNAcilacije (B), izražanja encima OGT (C), in  OGA (D), ki so normalizirani glede na β-aktin. Podatki 






4.6 Pomanjkanje glukoze v celičnem mediju vodi v povišano izražanje 
OGT in OGA ter N-acetilglukozaminilacije  
Pri raziskovanju vpliva spojin OSMI-1 in TMG na stopnjo N-acetilglukozaminilacije 
celične linije SH-SY5Y, v medijih z različno vsebnostjo glukoze, smo opazili, da prihaja 
pri kontrolnih vzorcih pod vplivom glukozne deprivacije do naraščanja N-
acetilglukozaminilacije skozi čas. Podobna poročanja so bila navedena tudi v članku 
Cheung-a in sodelavcev, ki opisuje vpliv pomanjkanja glukoze na proces N-
acetilglukozaminilacije (67). Zato smo se odločili narediti še dodaten poizkus vpliva 
različnih koncentracij glukoze na proces N-acetilglukozaminilacije.  
Celice smo izpostavili različnim koncentracijam glukoze: 250 mg/L, 500 mg/L, 1000 
mg/L, 1500 mg/L, 3000 mg/L in 4500 mg/L, skozi dve časovni obdobji, 24 in 72 h. 
Stopnjo N-acetilglukozaminilacije, izražanje OGT in izražanje OGA smo opazovali po 24 
h in 72 h.  
Ugotovili smo, da je pri vseh koncentracijah glukoze do 1500 mg/L nivo N-
acetilglukozaminilacije in izražanje encima OGT v časovni točki 72 h večji kot pri 24 h 
(slika 25). Pri koncentraciji 3000 mg/L je prišlo do spremembe, količina encima OGT je 
začela upadati. Izražanje OGA je skozi časovne točke pri različnih koncentracijah nihalo in 
ni bilo opaziti enotnega trenda naraščanja ali padanja. 
V predhodnih študijah sta Cheung in Hart dokazala, da različni stresni dejavniki povečajo 
izražanje encima OGT in N-acetilglukozaminilacijo znotrajceličnih proteinov, kar je 
pomembno za preživetje celice. V raziskavi opravljeni na Nevro-2a nevroblastomskih 
celicah, pa sta s pomočjo glukozne deprivacije opisala mehanizem preko katerega pride do 
povečanega izražanja OGT. Opazovali so N-acetilglukozaminilacijo pod vplivom znižane 
koncentracije glukoze skozi časovne točke in ugotovili, da se je N-acetilglukozaminilacija 
v prvih treh urah najprej znižala, nato pa začela naraščati. V 6-12 h je bila količina N-
acetilglukozaminilacije največja. Začeten upad so razložili z zmanjšanim tokom glukoze 
skozi HBP, nato pa je prišlo do aktivacije mehanizmov, ki so pripeljali do zvečane N-
acetilglukozaminilacije. Glukozna deprivacija namreč predstavlja stres, na katerega se 
celica odzove z aktivacijo določenih signalnih poti. Pri pogojih znižane koncentracije 
glukoze se koncentraciji ATP in UDP-GlcNAc zmanjšata, koncentracija AMP pa se 
poveča. Aktivira se AMPK, ki povzroči zvečano ekspresijo OGT, ta pa nato interagira s 
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p38, ki se aktivira pod vplivom glukozne deprivacije. p38 usmeri aktivnost OGT tako, da 
N-acetilglukozaminilira tudi protein nevrofilament H (NF-H). Slednje je pomembno za 
razumevanje poškodb aksonov pri določenih bolezenskih stanjih (67). Pri našem poskusu 
smo opazovali N-acetilglukozaminilacijo in izražanje encimov le pri dveh časovnih točkah, 
24 in 72 h. Glede na dognanja iz literature smo predpostavljali, da je v času 24 h že prišlo 
do aktivacije mehanizmov preko katerih se je izražanje OGT povečalo in se je le-to višalo 
do 72 h. Posledično je začela naraščati tudi N-acetilglukozaminilacija, ki je pri 72 h višja 
kot pri 24 h. Rezultati se torej skladajo s predpostavko, da glukozna deprivacija predstavlja 
za celico stres, aktivira se izražanje OGT, kar posledično vodi do povečane N-
acetilglukozaminilacije proteinov. Le izražanja encima OGA ni bilo mogoče razumeti, saj 
je nihalo skozi čas in med poskusoma. 
Dobili smo preliminarne rezultate, za potrditev naših opažanj pa bi bilo potrebno narediti 
še dodatno biološko ponovitev. Prav tako bi bilo smiselno opazovati N-
acetilglukozaminilacijo še v časovni točki 0 ali 3 h, da bi pokazali kaj se s stopnjo N-
acetilglukozaminilacije dogaja na začetku, preden pride do aktivacije mehanizmov, ki 





Slika 25: Vpliv koncentracije glukoze na izražanje encima OGT in OGA ter nivo procesa N-
acetilglukozaminilacije . 
Celice SH SY5Y smo  izpostavili različnim koncentracijam glukoze v mediju: 250 mg/L, 500 mg/L, 1000 
mg/L, 1500 mg/L, 3000 mg/L in 4500 mg/L. Vzorčili smo v dveh časovnih točkah 24 h in 72 h.  
Imunofenotipizacija nivoja O-GlcNAc proteinov, encima OGT in OGA (A) ter kvantitativna analiza stopnje 
O-GlcNAcilacije (B), izražanja encima OGT (C), in  OGA (D), ki so normalizirani glede na β-aktin. Podatki 




4.7 Selektivni zaviralec encima OGT - OSMI-1 povzroči 
translokalizacijo encima OGT v celični liniji SH-SY5Y 
Med raziskovanjem vpliva glukoze na stopnjo N-acetilglukozaminilacije, smo zasledili 
nekaj študij, ki so naslovile vpletenost inzulina v aktivnost encima OGT ter posledično N-
acetilglukozaminilacijo. Pri tem so Whelan in sodelavci na 3T3-L1 adipocitih odkrili delno 
translokalizacijo encima OGT iz jedra v citoplazmo pod vplivom inzulina, kar bi lahko 
imelo vpliv na prepisovanje genov (68). Perez-Cervera in sodelavci so prišli do podobnega 
zaključka na celicah HepG2. Po stimulaciji z inzulinom so namreč opazili, da v jedru ni 
bilo spremembe, v citoplazmi pa je prišlo do povečanega izražanja encima OGT (69). 
Glede na navedene rezultate študij smo predvidevali, da bi pod vplivom zaviralcev na 
omenjeni celični liniji, lahko prišlo do translokalizacije encima OGT. Dokaz tega pojava, 
bi lahko nakazoval na spremembe v znotrajcelični signalizaciji.  
Da bi preverili našo domnevo, smo izvedli poskus z uporabo fluorescenčne konfokalne 
mikroskopije. Celice smo izpostavili spojinam OSMI-1 (20 µM) ali TMG (20 µM), za 24 
h.  
Na slikah posnetih s pomočjo konfokalnega fluorescenčnega mikroskopa (slika 26), smo 
lahko videli, da je bil pri kontroli (DMSO) encim OGT prisoten tako v jedru kot tudi zunaj 
njega – v citoplazmi. Pri vzorcu z dodanim TMG je bila slika enaka, OGT se je nahajal v 
jedru in citoplazmi. Pri dodatku zaviralca OSMI-1 pa je prišlo do vidne spremembe, saj je 
prišlo do premika encima OGT v citoplazmo, medtem ko ga v jedru več nismo zaznali. 
Poleg razlik v lokalizaciji encima OGT, med posameznimi vzorci, smo opazili razlike tudi 
v intenziteti obarvanja OGT, torej v količini izraženega encima. Pri vzorcu z OSMI-1 je 
bila intenziteta obarvanja OGT večja kot pri kontroli. Ravno tako je bila večja kot pri 
vzorcu z dodanim TMG. V primerjavi s kontrolo je bila intenziteta OGT pri TMG nižja. 
Opažanja se skladajo s predhodno pridobljenimi rezultati izražanja encima OGT s pomočjo 
prenosa western. Tam smo namreč pokazali, da se je izražanje encima OGT v primerjavi s 





Kljub temu, da se naša predvidevanja niso v celoti izkazala za pravilna, pa je ugotovitev, 
da je OSMI-1 povzročil translokalizacijo OGT zanimiva, saj bi to lahko nakazovalo na 
spremembe v znotrajcelični signalizaciji. Do sedaj ni bilo opravljenih študij, ki bi 
ugotavljale lokalizacijo OGT pod vplivom OSMI-1 ali TMG, na celični liniji SH-SY5Y oz. 
kateri drugi liniji nasploh. 
Na podlagi pridobljenih rezultatov smo dokazali vpliv zaviralcev na metabolno aktivnost, 
živost, stopnjo N-acetilglukozaminilacije in izražanje OGT, OGA, nismo pa dokazali 
vpliva na proliferacijo in celični cikel. Glede na to, da so v literaturi potrdili da je N-
Slika 26: Zaviralec encima OGT povzroči translokalizacijo OGT iz jedra v citoplazmo celic SH- SY5Y. 
Celice SH-SY5Y smo tretirali s spojino OSMI-1 (20 µM) in TMG (20 µM). Za kontrolo smo vzeli celice z 
dodanim 0,2 % DMSO. OGT je označen s specifičnimi primarnimi protitelesi proti OGT, te pa so označene 
še s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi z Alexa Fluor 488, ki tako označujejo prisotnost encima OGT. 
Za označitev jedra smo uporabili barvilo DAPI. Na sliki so prikazani posnetki celic SH-SY5Y izpostavljenih 
spojini OSMI-1 in TMG. Na vrhu slike 26 je prikazana kontrola (DMSO), brez dodanih spojin. 




acetilglukozaminilacija in posledična sprememba proliferacije vpletena v patologijo 
nekaterih rakavih obolenj, kot npr. pri raku debelega črevesja, pljuč, raku materničnega 
vratu, bi lahko sklepali, da ima le-ta vlogo tudi pri patologiji nevroblastomov ali drugih 
nevroloških obolenj. Pod našimi pogoji povezave med N-acetilglukozaminilacijo in 
proliferacijo celic SH-SY5Y nismo mogli potrditi. Trend vpliva na proliferacijo se je sicer 
pokazal, vendar razlike niso bile statistično značilne. Zato bi bilo smiselno eksperimente 
ponoviti pod spremenjenimi pogoji, npr. z drugimi koncentracijami zaviralcev, z drugimi 
zaviralci, z opazovanjem v daljših časovnih točkah, itd. Dokaz o translokalizaciji encima 
OGT medtem kaže, da na smrtnost celic v primeru OSMI-1 vplivajo druge signalne poti, 





Izhodišče magistrske naloge so bili izsledki predhodnih študij, ki so pokazali, da je N-
acetilglukozaminilacija vpeta v številne procese v celicah in celo kronične bolezni, 
uravnavata pa jo le dva encima OGT in OGA. Glavni namen je bil preučiti vpliv 
modulatorjev N-acetilglukozaminilacije na proliferacijo nevroblastomske celične linije SH-
SY5Y. Raziskali smo vpliv selektivnega zaviralca encima OGT, OSMI-1, selektivnega 
zaviralca OGA, TMG, in glukoze v mediju. Ugotovili smo sledeče: 
 OSMI-1 zavre metabolno aktivnost celic SH-SY5Y, TMG pa nanje nima statistično 
značilnega vpliva. Znižana metabolna aktivnost celic po izpostavitvi OSMI-1 se je 
izkazala kot posledica znižane živosti celic. Ta vpliv je bil koncentracijsko odvisen.   
 OSMI-1 in TMG ne vplivata na proliferacijo ali celični cikel celic SH-SY5Y. 
 OSMI-1 v celicah SH-SY5Y v primerjavi s kontrolo povzroči zmanjšanje N-
acetilglukozaminilacije in izražanje encima OGA, medtem ko se izražanje OGT 
časovno odvisno poviša. TMG časovno odvisno povzroči povečanje N-
acetilglukozaminilacije in izražanje encima OGA, medtem ko se nivo izražanja 
encima OGT zmanjša.  
 V mediju z višjo vsebnostjo glukoze so stopnja N-acetilglukozaminilacije, izražanje 
encima OGT in OGA celokupno gledano višje kot v mediju z nižjo vsebnostjo 
glukoze. Pod vplivom glukozne deprivacije se N-acetilglukozaminilacija in 
izražanje OGT povečata. 
 OSMI-1 v celicah SH-SY5Y povzroči premik encima iz jedra v citoplazmo, 
medtem ko TMG ne vpliva na lokalizacijo encima OGT. 
V naši raziskavi smo uspešno dokazali vpliv spojine OSMI-1 na živost in posledično 
zmanjšano metabolno aktivnost celične linije SH-SY5Y, vendar pa ni bilo opaziti 
statistično značilnih razlik na proliferacijo in celični cikel. Spremembe v  N-
acetilglukozaminilaciji, ki so se pojavile ob dodatku OSMI-1 najverjetneje vodijo v 
spremenjeno znotrajcelično signalizacijo. Ob dodatku le-tega je namreč prišlo do 
translokalizacije encima iz jedra celice v citoplazmo. Da bi lahko naša sklepanja potrdili in 
vpliv dodatno raziskali, so potrebne nadaljnje študije. Ravno tako bi bilo v prihodnje 
potrebno načrtovati in sintetizirati bolj učinkovite in specifične zaviralce. Na ta način bi se 
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